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1.1 Diabetes mellitus 
1.1.1 Definition und Einteilung 
Diabetes mellitus resultiert aus einem Defekt der Sekretion und/oder Wirkung des Insulins, 
der zu pathologisch erhöhten Glucosekonzentrationen im Plasma führt. Nach Definition der 
American Diabetes Association (ADA) liegt ein Diabetes mellitus vor, wenn die Glucosekon-
zentration im Plasma nüchtern ≥ 126 mg/100 ml (7,0 mmol/l) oder 2 Stunden nach oraler Be-
lastung mit 75 g Glucose ≥ 200 mg/100 ml (11,1 mmol/l) ist. Aufgrund der vielfältigen 
Wirkungen des Insulins im Kohlenhydrat-, Lipid-, Protein- und Elektrolytstoffwechsel kann 
es bei dieser Erkrankung zu lebensbedrohlichen akuten (ketoazidotisches und hyperosmolares 
Koma) und späten (Mikro-und Makroangiopathie) Komplikationen kommen, so dass Diabeti-
ker neben einer Beeinträchtigung der Lebensqualität auch eine im Mittel um 5 Jahre verkürzte 
Lebenserwartung im Vergleich zu Nicht-Diabetikern aufweisen (JANKA et al., 2000). Mit ei-
ner Häufigkeit von 40 % ist der Herzinfarkt die an erster Stelle stehende Todesursache (GEISS 
et al., 1995) bei Diabetikern. Weltweit ist eine Zunahme der Prävalenz für Diabetes zu beo-
bachten. In Deutschland sind 5 % der Bevölkerung von der Erkrankung betroffen (Dunkelzif-
fer nicht berücksichtigt), es ist mit einer Zunahme der Erkrankungshäufigkeit auf 10 % im 
Jahre 2030 zu rechnen (HARRIS et al., 1998). 
Gemäß der seit 1997 geltenden Nomenklatur der ADA wird Diabetes mellitus in 4 Ka-
tegorien eingeteilt. Ein Diabetes vom Typ 1 (früher: insulinabhängiger Diabetes, „Jugenddia-
betes“) ist durch einen absoluten Insulinmangel gekennzeichnet, hervorgerufen durch eine 
autoimmune Zerstörung der pankreatischen B-Zellen. Hierfür existiert eine genetische Veran-
lagung, denn 5-10 % der Kinder oder Geschwister von Typ 1-Diabetikern in Europa erkran-
ken ebenfalls an Typ 1-Diabetes (die Häufigkeit bei Personen mit stoffwechselgesunden 
Verwandten ersten Grades liegt bei 0,4 %; PFEIFFER, 2001). Diese Form des Diabetes beginnt 
meist in der Jugend oder im frühen Erwachsenenalter. Typ 1-Diabetiker machen nur 5-10 % 
aller Diabetiker aus. 
Über 90 % der Diabetiker in den westlichen Industrienationen sind Typ 2-Diabetiker 
(früher: nicht insulinabhängiger Diabetes, „Altersdiabetes“). Diese Form der Erkrankung be-
ginnt meist nach dem 40. Lebensjahr, allerdings tritt Typ 2-Diabetes aufgrund geänderter Le-
bensgewohnheiten zunehmend auch schon in jüngeren Lebensjahren auf. Prädisponierend für 
die Entwicklung eines Typ 2-Diabetes wirken Übergewicht (80 % der Erkrankten sind adipös) 
sowie bestimmte komplexe polygenetische Konstellationen. Die genetische Veranlagung 




Geschwister von Typ 2-Diabetikern erkranken ebenfalls (BENNET, 1990). Kennzeichnend für 
Typ 2-Diabetes ist eine Insulinresistenz, die nicht mehr durch vermehrte Insulinsekretion 
kompensiert wird (relativer Insulinmangel). 
Eine eigene Kategorie in der Diabetes-Einteilung stellen alle Formen des Gestations-
diabetes dar. Bedingt möglicherweise durch die hormonelle Belastungssituation entwickelt 
sich bei 6 % aller Schwangerschaften ein reversibler oder auch irreversibler Diabetes ähnlich 
dem eines Typ 2-Diabetes. Risikofaktoren sind höheres Alter und Adipositas der Mutter und 
Diabetes in der Familienanamnese. Unbehandelt nimmt das Risiko von Frühgeburten, erhöh-
tem Geburtsgewicht sowie gesteigerter perinataler Morbidität und Mortalität des Neugebore-
nen zu. Außerdem ist Typ 2-Diabetesrate bei den Kindern erhöht (LANG und LINN, 2001). 
Die 4. Kategorie umfasst alle anderen spezifischen Formen des Diabetes mit bekannter 
Ursache (sekundärer Diabetes). Hierzu zählt man MODY (Maturity Onset Diabetes of the 
Young, 2-3 % aller Diabetiker), eine Zusammenfassung verschiedener monogenetischer Er-
krankungen (z.B. Mutation im Glucokinase-Gen auf Chromosom 7), die autosomal-dominant 
vererbt werden und sich meist vor dem 25. Lebensjahr manifestieren. Die Erkrankung verläuft 
häufig mild, kann sich aber auch ähnlich dem Typ 2-Diabetes zum schwerwiegenden Diabe-
tes entwickeln. Zu den sekundär bedingten Diabetesformen gehören des weiteren noch geneti-
sche Defekte des Insulin-Rezeptors, endokrine Erkrankungen (Morbus Cushing, Hyperthyreo-
se) oder Erkrankungen des Pankreas (Pankreatitis, Pankreatektomie, Mucoviszidose). Auch 
durch Pharmaka wie Glucocorticoide, β2-Blocker oder Diazoxid kann ein sekundärer Diabetes 
ausgelöst werden. 
 
1.1.2 Ursachen und Pathogenese des Typ 2-Diabetes 
Die Pathogenese des Typ 2-Diabetes (Abb. 1.1) ist bis heute nicht abschließend geklärt. Als 
Ursache gelten zum einen eine Insulinresistenz und des weiteren ein Defekt der pankreati-
schen B-Zellen (HENRIKSEN et al., 1994). Die Insulinresistenz kann gegeben sein durch eine 
genetische Veranlagung (z.B. Defekte der Insulin-Signaltransduktion) und/oder durch Über-
gewicht-bedingte Stoffwechselveränderungen (SALTIEL, 2001). Ein B-Zell-Defekt kann eben-
falls aus einer genetischen Veranlagung resultieren (z.B. Defekte der B-Zell-Proliferation und 
–Differenzierung; DOSTOU und GERICH, 2001), kann aber auch erworben sein: So führt eine 
chronische Hyperlipidämie zu einer Schädigung von B-Zellen („Lipotoxizität“; UNGER, 
1995), ist aber möglicherweise auch verantwortlich für eine Entkopplung der mitochondrialen 
Energieproduktion und damit Hemmung der Insulinsekretion durch Überexpression von 




bereits Jahrzehnte vor der klinischen Manifestation des Typ 2-Diabetes bestehen. Bei über-
gewichtigen Personen findet man häufig eine Insulinresistenz, aber nur 33 % dieser Personen 
entwickeln einen Diabetes. Daraus ist abzuleiten, dass Adipositas bzw. Insulinresistenz nicht 
die alleinigen Ursachen für die Erkrankung sein können, sondern dass vielmehr noch ein De-
fekt der B-Zellen dazukommen muss, damit die Kompensation der Insulinresistenz nicht mehr 
möglich ist. Unklar ist, ob der primäre Defekt, der zur Ausbildung eines Typ 2-Diabetes führt, 
die Insulinresistenz oder die B-Zell-Insuffizienz ist. Um dieser Frage nachzugehen, haben 
VAN HAEFTEN et al. (1998) die Insulinsekretion als Antwort auf eine konstante Glucosebelas-
tung von 10 mM über 3 Stunden bei zwei Gruppen (gesunde Personen mit oder ohne einem 
an Typ 2-Diabetes erkrankten Elternteil, beide Gruppen mit gleichen Stoffwechselparame-
tern) verglichen. Die Probanden mit diabetischem Elternteil reagierten mit einer niedrigeren 
Insulinsekretion als diejenigen ohne Diabetiker in der Verwandtschaft. Dies führt zu der 
Schlussfolgerung, dass ein genetisch bedingter B-Zell-Defekt die primäre Rolle bei der Ent-
stehung des Typ 2-Diabetes spielt.  
 
Abb. 1.1 Pathogene-






rungen führen zu 
einer verminderten 
Verwertung von Glu-
cose in Muskel- und 
Fettgewebe. Dies hat 
eine Insulinresistenz 
zur Folge, d.h. eine 
normale Insulinkonzentration bewirkt keine adäquate Blutzuckersenkung. Um die Insulinre-
sistenz zu kompensieren, reagieren die pankreatischen B-Zellen mit einer vermehrten Insulin-
sekretion (Hyperinsulinämie), was allerdings die Insulinresistenz noch verstärkt. Die ver-
stärkte Insulinsekretion belastet die B-Zellen und führt schließlich zu deren Versagen, so dass 
eine Glucose-Intoleranz resultiert, d.h. eine Unfähigkeit des Organismus, resorbierte Glucose 
aus dem Blut in Muskel- und Fettgewebe zu transportieren. Die Voraussetzung für das Versa-
gen der B-Zellen wird geschaffen durch genetische oder auch erworbene Defekte wie Lipoto-
xizität. Aus einer Glucose-Intoleranz (Prädiabetes) kann sich ein Typ 2-Diabetes entwickeln. 
Dieser manifestiert sich zunächst als ein relativer Insulinmangel.  
 
Um eine bestehende Insulinresistenz zu kompensieren, sezernieren die pankreatischen 
B-Zellen verstärkt Insulin. Ermöglicht wird diese Hypersekretion durch Proliferation der B-





















nase hat eine 100fach höhere Affinität zu Glucose als Glucokinase, s. 1.2, und erlaubt so eine 
Insulinsekretion auch schon bei geringeren Glucosekonzentrationen; COCKBURN et al., 1997). 
Die resultierende Hyperinsulinämie kann eine Verschlimmerung der Insulinresistenz bewir-
ken, z.B. durch Down-Regulation der Insulinrezeptoren. Die verstärkte Belastung der schon 
im Vorfeld durch z.B. einen genetischen Defekt in ihrer Funktion beeinträchtigten B-Zellen 
führt schließlich zu deren Versagen. Das bedeutet, dass die Glucose-Homöostase im Blut 
nicht mehr gewährleistet ist (Glucose-Intoleranz, „Prädiabetes“), was sich in Form eines Typ 
2-Diabetes manifestieren kann (Abb. 1.1). Typ 2-Diabetes ist durch einen zunächst nur relati-
ven Insulinmangel gekennzeichnet. Bei progredientem Verlauf der Erkrankung kann ein 
wachsender Insulinmangel eine Verabreichung von Insulin erforderlich machen.  
 
1.1.3 Therapie des Typ 2-Diabetes 
Jedem neu diagnostizierten Typ 2-Diabetiker wird zunächst eine Umstellung seiner Lebens-
gewohnheiten, verstärkte Bewegung und meist auch eine Gewichtsreduktion empfohlen. 
Lässt sich mit diesen Maßnahmen keine zufriedenstellende Senkung der Blutglucosespiegel 
erreichen (HbA1c > 7,0 % nach 3 Monaten), kommen orale Antidiabetika zum Einsatz. Ge-
mäß den Praxis-Leitlinien der Deutschen Diabetes-Gesellschaft (2002) werden übergewichti-
ge Patienten mit dem Biguanid Metformin behandelt. Metformin entfaltet seinen blutzucker-
senkenden Effekt hauptsächlich durch Verstärkung der Insulin-induzierten Hemmung der 
hepatischen Gluconeogenese (WOLLEN und BAILEY, 1988). 
Normalgewichtige Typ 2-Diabetiker können dagegen mit Sulfonylharnstoffen wie 
Glibenclamid therapiert werden. Sulfonylharnstoffe stimulieren die Insulinfreisetzung durch 
Hemmung der Öffnungsaktivität der KATP-Kanäle in der B-Zellmembran (STURGESS et al., 
1985; TRUBE et al., 1986; PANTEN et al., 1996; s. 1.2). Dieser Effekt ist unabhängig von der 
Anwesenheit von Glucose (MALAISSE et al., 1967; GORUS et al., 1988). Nachteil von Sulfon-
ylharnstoffen ist neben der Glucose-unabhängigen Auslösung einer Insulinsekretion die lange 
und damit unphysiologische Wirkdauer (Glibenclamid wird in der B-Zelle gespeichert), wel-
che die Gefahr von Hypoglykämien mit sich bringt (FERNER und NEIL, 1988) und die Patien-
ten zu starren Ess-Schemata zwingt. Außerdem verhindern Sulfonylharnstoffe nicht das Auf-
treten von Blutglucose-Spitzen während der Mahlzeiten (GROOP et al., 1991). Physiologischer 
als Sulfonylharnstoffe wirken neuere Arzneistoffe, die sogenannten Sulfonylharnstoff-
Analoga (Repaglinid, Nateglinid). Ihr Wirkmechanismus entspricht dem der Sulfonyl-
harnstoffe (FUJITA et al., 1996; FUHLENDORFF et al., 1998), jedoch ist ihre Pharmakokinetik 




eine mahlzeitenbezogene Einnahme möglich („prandiale Glucoseregulatoren“) und Hypogly-
kämien treten möglicherweise seltener auf (TRONIER et al., 1995; IKENOUE et al., 1997). 
Als Alternative zu Metformin und Sulfonylharnstoffen bzw. in Kombination dazu 
können α-Glucosidase-Hemmstoffe wie Acarbose eingesetzt werden, welche durch kompeti-
tive Hemmung intestinaler α-Glucosidasen den Abbau von Stärke und Saccharose beeinträch-
tigen und daher die Resorption von Glucose aus dem Dünndarm verzögern. 
Kann mit einer Monotherapie nach 3 Monaten keine befriedigende Stoffwechsel-
Einstellung erreicht werden, wird eine Kombinationstherapie mit einem zweiten oralen Anti-
diabetikum durchgeführt. Hierbei kann die neuere Arzneistoffgruppe der PPARγ-Agonisten 
(Rosiglitazon, Pioglitazon) zum Einsatz kommen. PPARγ-Agonisten, auch genannt Insulin-
Sensitizer, wirken in den Zielzellen des Insulins, speziell in Fett- und Muskelzellen. Die Sub-
stanzen interagieren mit dem intranukleären Peroxisom Proliferator Activated Receptor γ 
(LEHMANN et al., 1995). Dieser Rezeptor ändert u.a. die Genexpression für Proteine, die für 
die Insulin-Signaltransduktion (LAMBE und TUGWOOD, 1996; HAYAKAWA et al., 1996) und 
für das Einschleusen von Glucose in die Zelle über Glut-4-Tansporter (SANDOUK et al., 1993) 
verantwortlich sind.  
Bei ungenügendem Therapieerfolg mit oralen Antidiabetika wird auf die Gabe von In-
sulin umgestellt.  
 
1.2 Insulinsekretion durch pankreatische B-Zellen 
Die Langerhans-Inseln machen 1 % der Masse des Pankreas aus. Die menschliche Bauchspei-
cheldrüse enthält etwa 1 Million Inseln mit jeweils 1000-5000 Zellen. Eine Pankreas-Insel 
enthält 60 % B-Zellen, 30 % A-Zellen und 10 % D-Zellen oder PP-Zellen. Die B-Zellen sind 
die einzigen Körperzellen, die Insulin produzieren (Ausnahme manche Tumorzellen). Der 
Hauptstimulator für eine Insulinsekretion durch die B-Zellen ist Glucose, allerdings wird In-
sulin auch als Antwort auf Aminosäuren und Fettsäuren abgegeben. Das Ausmaß der sekreto-
rischen Antwort auf einen Glucosereiz wird modifiziert durch eine Reihe neuronaler (Acetyl-
cholin, Noradrenalin) und hormonaler (z.B. Glucagon, Glucagon-like peptide 1, Somatostatin) 
Faktoren. Glucose stimuliert nicht nur die schnelle Insulin-Exozytose, sondern auch die Insu-
lin-Biosynthese, die Genexpression der B-Zellen und die B-Zell-Proliferation über einen Zeit-
raum von Tagen bis Monaten. 
Glucose wird mittels des Glut-2-Transporters in die B-Zelle befördert. Dieser Trans-
porter hat eine relativ niedrige Affinität zu Glucose, so dass die Transportrate mit der Blut-




Verbrauch zu Glucose-6-phosphat phosphoryliert. Dieser erste Schritt der Glykolyse wird 
durch das Enzym Glucokinase katalysiert. Glucokinase fungiert als „Glucosesensor“ der Zel-
le, denn aufgrund seines hohen KM-Wertes von 10 mM variiert das Enzym seine Aktivität 
gerade im Bereich der (patho)physiologischen Blutglucose-Konzentrationen. Somit wird die 
Geschwindigkeit des Glucose-Metabolismus immer genau an das momentane Glucoseangebot 
angepasst (MATSCHINSKY, 1996). Glucose wird via Glykolyse und Citratzyklus verstoffwech-
selt und steigert so die ATP-Bildung. Die B-Zelle ist wahrscheinlich die einzige Körperzelle, 
deren ATP-Produktion durch die Blutglucose-Konzentration gesteuert wird. Durch den resul-
tierenden Anstieg der ATP-Konzentration und Abfall der ADP-Konzentration im Zytosol 
kommt es zur Hemmung der Öffnungsaktivität von ATP-empfindlichen K+-Kanälen (KATP-
Kanäle; ASHCROFT et al., 1994). Das Schließen der KATP-Kanäle führt zur Depolarisation der 
Plasmamembran, zur Öffnung spannungsabhängiger Ca2+-Kanäle und zu einer Verstärkung 
des Ca2+-Einstroms in das Zytosol (ASHCROFT und RORSMAN, 1989). Der resultierende An-
stieg der zytosolischen Ca2+-Konzentration induziert die Freisetzung von Insulin (HENQUIN, 
1987). Neben ATP und ADP interagieren auch Pharmaka mit dem KATP-Kanal. So führen die 
als orale Antidiabetika eingesetzten Sulfonylharnstoffe zu einer Blockade des KATP-Kanals, 
während Kaliumkanal-Öffner (KCO) wie Diazoxid eine Öffnung bewirken (Abb. 1.2).  
 
Abb. 1.2 Stimulation der Insulinsek-
retion in der B-Zelle (PANTEN, 1998, 
unveröffentlichte Abbildung.). Die 
Hemmung der Öffnungsaktivität des 
KATP-Kanals durch einen Anstieg 
bzw. Abfall der zytosolischen Kon-
zentrationen von ATP bzw. ADP oder 
durch Sulfonylharnstoffe führt zur 
Depolarisation der Plasmamembran, 
zur Öffnung spannungsabhängiger 
Ca2+-Kanäle und zu einer Verstär-
kung des Ca2+-Einstroms in das Zy-
tosol. Der resultierende Anstieg der 
zytosolischen Ca2+- Konzentration 
induziert die Freisetzung von Insulin. 
Die ATP-Konzentration steigt an und 
die ADP-Konzentration fällt ab, 
wenn der mitochondriale Citratzyk-
lus durch Nährstoffe (z.B. Glucose oder α-Ketoisocapronsäure = KIC) ausreichend aktiviert 
ist. KIC steigert die ATP-Produktion ausschließlich durch ihren intramitochondrialen Stoff-
wechsel, während beim Glucose-Metabolismus auch die Glykolyse zur ATP-Produktion bei-
trägt. Ein Anstieg der extrazellulären Glucosekonzentration steigert die Phosphorylierung 
von Glucose durch die Glucokinase, dem geschwindigkeitsbegrenzenden Enzym für die 
























1.3.1 Funktion und Kontrolle des KATP-Kanals der B-Zelle 
Die ATP-empfindlichen K+-Kanäle (KATP-Kanäle) der B-Zelle dienen als Kopplungsglied 
zwischen den Glucose-induzierten metabolischen Änderungen und der elektrischen Aktivität 
und sind somit für die Stimulus-Sekretionskopplung von wichtiger Bedeutung (ASHCROFT 
und ASHCROFT, 1990; PANTEN et al., 1992). Elektrophysiologische Untersuchungen haben 
gezeigt, dass das Membranpotential einer ruhenden B-Zelle Werte um –70 mV aufweist 
(ASHCROFT und RORSMAN, 1989). Die KATP-Kanäle zählen zu den einwärtsgleichrichtenden 
K+-Kanälen (inward rectifiers), da sie eine Asymmetrie in ihrer Leitfähigkeit aufweisen: Der 
Einwärtsstrom von K+-Ionen bei negativerem Potential als –90 mV ist größer als der Aus-
wärtsstrom bei betragsgleichem positiveren Potential (ASHCROFT und RORSMAN, 1989). Das 
Ruhepotential der Zelle wird durch Ausstrom von K+-Ionen durch geöffnete KATP-Kanäle 
aufrecht erhalten, wobei in der ruhenden B-Zelle nur 6-8 % aller KATP-Kanäle geöffnet sind 
(PANTEN et al., 1990). Fällt der Anteil offener KATP-Kanäle unter 3 %, so wird das Schwel-
lenpotential zur Aktivierung spannungsabhängiger Ca2+-Kanäle erreicht (COOK et al., 1988; 
PANTEN et al., 1990). Dieser Grad der Reduktion der Kanal-Aktivität wird durch Glucosekon-
zentrationen über 6 mM induziert. Neben Glucose führen auch andere β-zytotrope Substanzen 
(z.B. KIC) und Sulfonylharnstoffe zu einer Reduktion der Öffnungswahrscheinlichkeit der 
Kanäle (TRUBE et al., 1986; ASHCROFT et al., 1987). Die Nährstoff-induzierte Hemmung des 
KATP-Kanals beruht auf einem Anstieg der ATP- und einer Abnahme der ADP-Konzentration 
an der zytosolischen Seite der B-Zellmembran (s. auch 1.2, Abb. 1.2). Hierbei wird die Akti-
vität des KATP-Kanals über mindestens drei unabhängige Bindungsstellen für zytosolische 
Nukleotide reguliert: 
1. Es existiert eine Bindungsstelle für ATP und verwandte Nukleotide (freies ADP, GTP, 
GDP), deren Besetzung den KATP-Kanal sowohl in Anwesenheit als auch in Abwesenheit von 
Mg2+-Ionen hemmt (COOK und HALES, 1984). Diese Bindungsstelle befindet sich auf der 
KIR6.2-Untereinheit (s. 1.3.2) des KATP-Kanals (TUCKER et al., 1997). Die Besetzung einer 
einzigen der 4 ATP-Bindungsstellen pro Kanalkomplex reicht aus, um den Kanal zu schließen 
(MARKWORTH et al., 2000).  
2. Über eine weitere unabhängige Bindungsstelle führen Magnesiumkomplexe von ADP 
(MgADP) sowie von anderen Nukleosiddiphosphaten (GDP, UDP) zu einer Aktivierung des 
KATP-Kanals (FINDLAY, 1987; ASHCROFT und RORSMAN, 1989).  
3. Die Applikation von Magnesiumkomplexen von ATP (MgATP) verhindert die in der In-




Effekt bezeichnete Abnahme der KATP-Kanal-Aktivität (OHNO-SHOSAKU et al., 1987). Mögli-
cherweise wird dieser Effekt über dieselbe Bindungsstelle vermittelt, an der Hydrolyse von 
MgATP erfolgt, eine Voraussetzung für die Wirksamkeit von aktivierenden Nukleosid-
diphosphaten (SCHWANSTECHER et al., 1998). 
 
1.3.2 Struktur von KATP-Kanälen 
Die KATP-Kanäle der B-Zelle setzen sich aus einer Untereinheit (KIR6.2), die einen ein-
wärtsgleichrichtenden Kaliumkanal bildet, und einer regulatorischen Untereinheit, dem Sul-
fonylharnstoff-Rezeptor (SUR1), zusammen (AGUILAR-BRYAN et al., 1995; INAGAKI et al., 
1995, 1996). Je 4 dieser beiden Untereinheiten bilden eine tetradimere (SUR1/KIR6.2)4 Stö-
chiometrie aus (CLEMENT et al., 1997; INAGAKI et al., 1997). Die Pore des Kanals wird durch 
4 KIR-Untereinheiten gebildet, welche die Kaliumselektivität sowie die Eigenschaft der Ein-
wärtsgleichrichtung und der Kanalhemmung durch ATP bestimmen. Die 4 KIR6.2-Elemente 
sind umgeben von 4 wahrscheinlich konzentrisch angeordneten, regulatorisch wirkenden 
SUR1-Untereinheiten, die dem KATP-Kanal die Empfindlichkeit für Sulfonylharnstoffe, so 
genannte Kaliumkanal-Öffner und Magnesiumkomplexe von Nukleotiden verleihen (Abb. 
1.3). Sowohl SUR1 als auch KIR6.2 enthalten Retentionssignale, die bei einer nicht korrekten 
Zusammensetzung des KATP-Kanals die Passage eines neu gebildeten Kanals zur Zellmemb-
ran verhindern, so dass nur KATP-Kanäle mit tetradimerer Stöchiometrie die Zellmembran 
erreichen (ZERANGUE et al., 1999). 
KATP-Kanäle wurden nicht nur in der pankreatischen B-Zelle gefunden, sondern auch 
in zahlreichen Neuronen, in Herz- und Skelettmuskelzellen und in glatten Gefäßmuskelzellen 
(ASHCROFT und ASHCROFT, 1990; LAZDUNSKI, 1996). In all diesen Zellen könnten KATP-
Kanäle für die Kopplung des metabolischen Status an die elektrische Aktivität von Bedeutung 
sein (NOMA, 1983; MISLER et al., 1986; ASHCROFT, 1988). Im Herzen und in Neuronen könn-
ten sie bei Ischämie an der Regulation der elektrischen Aktivität beteiligt sein (GROSS und 
AUCHAMPACH, 1992). Unter ischämischen Bedingungen kommt es vermutlich zu einer Öff-
nung der unter normalen Bedingungen hauptsächlich geschlossenen Kanäle (NICHOLS und 
LEDERER, 1991; PANTEN et al., 1996), was mit einem geringeren Ca2+-Einstrom und damit 
auch geringerem ATP-Verbrauch verbunden ist (JIANG et al., 1992; GROVER, 1994; PANTEN 
et al., 1996). In der glatten Gefäßmuskulatur scheinen sie für die Regulation des Tonus von 
zentraler Bedeutung zu sein (DAVIES et al., 1991). Während die KATP-Kanäle der Neurone 
meistens wie bei der B-Zelle aus der SUR1- und der KIR6.2-Untereinheit zusammengesetzt 




Kanäle des Herzens bzw. der Skelettmuskulatur (INAGAKI et al., 1996; BABENKO et al., 1998) 
und SUR2B/KIR6.1 (oder KIR6.2) -Kanäle vermutlich die KATP-Kanäle der glatten Muskulatur 
(ISOMOTO et al., 1996; INAGAKI et al., 1996; YAMADA et al., 1997) (SUR2A und SUR2B stel-
len Isoformen zu SUR1 dar, s. 1.4.2). Die verschiedenen KATP-Kanäle besitzen jeweils eine 















       
 
Abb. 1.3 Tetradimere Struktur des KATP-Kanals (nach CLEMENT et al., 1997). Der KATP-Kanal 
besteht aus 4 SURx-Untereinheiten und 4 KIR6.y-Untereinheiten. Die 4 KIR-Untereinheiten 
bilden die K+-selektive Pore, während die 4 regulatorisch wirkenden SUR-Untereinheiten 
dem KATP-Kanal die Empfindlichkeit für Sulfonylharnstoffe, Kaliumkanal-Öffner und Magne-
siumkomplexe von Nukleotiden verleihen. 
 
1.3.3 Weitere Ionenkanäle der B-Zelle 
Neben den KATP-Kanälen der B-Zelle, die eine zentrale Rolle bei der Aufrechterhaltung des 
Ruhemembranpotentials und der Auslösung einer Depolarisation spielen, wurden noch weite-
re Ionenkanäle gefunden, deren Funktionen allerdings bislang noch nicht abschließend cha-
rakterisiert worden sind. Zuständig für die Repolarisation der depolarisierten B-Zelle sind 
Calcium- und spannungsabhängige Kaliumkanäle (KCa) und verzögert gleichrichtende Kali-
umkanäle (KDR) (DUNNE et al., 1994). Neben den L-Typ Calciumkanälen, deren Rolle bei der 
Auslösung einer Insulinsekretion gut verstanden ist (s. 1.2), wurden auch Calciumkanäle des 
T-Typs identifiziert (SATIN und COOK, 1988), die möglicherweise auch in die Kontrolle der 
Insulinsekretion involviert sind (SATIN und SMOLEN, 1994). Spannungsabhängige Natriumka-
näle könnten zur Entstehung eines Aktionspotentials beitragen (PRESSEL und MISLER, 1990), 
aber die Rolle dieser Kanäle wird allgemein als gering erachtet. Ein ATP-empfindlicher Chlo-
ridkanal, der durch ATP, cAMP, Glibenclamid und Zellschwellung (bedingt durch hypotone 
Umgebung) aktiviert wird, wurde erstmals 1995 beschrieben (KINARD und SATIN). Da der 
Kanal durch intrazelluläres ATP aktiviert wird, scheint er unter metabolischer Kontrolle zu 




Rolle spielen bei der Insulinsekretion, die durch eine hypotone Zellumgebung induziert wird: 
Die hypoton-bedingte Zellschwellung führt möglicherweise zur Aktivierung der Chloridkanä-
le und somit zur Depolarisation der B-Zelle (BEST et al., 1996). Nährstoffe wie Glucose oder 
α-Ketoisocapronsäure (KIC) bewirken bei einem Membranpotential von –60 bis –70 mV ne-
gative Auswärtsströme, die denen ähneln, die durch ein hypotones Medium ausgelöst werden 
(BEST, 1997). Diese Nährstoff-induzierten negativen Auswärtsströme werden durch Anionen-
kanal-Blocker aufgehoben. Deshalb ist anzunehmen, dass sie durch den Volumen-
empfindlichen Chloridkanal zustande kommen. Die Aktivierung von Chloridkanälen könnte 
die Intensität der elektrischen und damit sekretorischen Aktivität der B-Zelle während der 
Nährstoff-induzierten Insulinsekretion erhöhen (BEST, 1997). Auch der Glucose-induzierte 
KATP-Kanal-unabhängige Mechanismus der Insulinsekretion (s. 1.5) könnte zumindest zum 
Teil die Aktivierung des Volumen-empfindlichen Chloridkanals durch Glucose involvieren, 
denn das Zufügen von 16 mM Glucose zu mit 500 µM Tolbutamid inkubierten Ratten-B-
Zellen bewirkt eine Depolarisation bzw. elektrische Aktivität der Zelle sowie Auswärtsströme 
durch Chloridkanäle bei –70 mV, aber keine Änderung der K+-Leitfähigkeit (BEST, 2002).  
 
1.4 Sulfonylharnstoff-Rezeptoren 
1.4.1 Nachweis in Geweben und Aufbau 
Eine hochaffine Bindungsstelle für Sulfonylharnstoffe wurde in mikrosomalen Membranprä-
parationen aus Pankreasinseln oder Insulin-sezernierenden Zellen nachgewiesen (GEISEN et 
al., 1985; PANTEN et al., 1992; GOPALAKRISHNAN et al., 1993). KATP-Kanal-blockierende so-
wie Insulin-freisetzende Potenz der Sulfonylharnstoffe einerseits und Affinität der Sulfonyl-
harnstoffe für Membranbindung andererseits korrelieren eng. Daher repräsentiert die hochaf-
fine Bindungsstelle in den Membranpräparationen wahrscheinlich den Sulfonylharnstoff-
Rezeptor (SCHMID-ANTOMARCHI et al., 1987; GAINES et al., 1988; PANTEN et al., 1989).  
Sulfonylharnstoff-Rezeptoren (SUR) sind Mitglieder der Familie der ABC-Transpor-
ter (ABC = ATP-binding cassette) und sind daher verwandt mit dem Multidrug Resistance 
Protein (MDR), dem Multidrug Related Protein (MRP) und dem Cystic Fibrosis Trans-
membrane Conductance Regulator (CFTR) (AGUILAR-BRYAN et al., 1995). ABC-Transporter 
sind aus vier Kerndomänen aufgebaut, nämlich zwei transmembranären (TMD) und zwei 
Nukleotid-bindenden (NBF1 und NBF2) Domänen (HIGGINS, 1995). Die beiden NBFs befin-
den sich auf der intrazellulären Seite der Plasmamembran und hydrolysieren bei den meisten 




Nach dem Modell für die transmembranäre Topologie anderer ABC−Transporter ent-
warfen TUSNÁDY et al. (1997) für SUR1 eine transmembranäre Topologie mit fünf (TMD0) 
und sechs (TMDI) transmembranären Segmenten vor NBF1 und weiteren sechs (TMDII) 
zwischen NBF1 und NBF2 (Abb. 1.4). Diese SUR1-Topologie wird durch experimentelle 








          
Abb. 1.4 Transmembranäre Topologie von SUR1. TMD0 umfasst die transmembranären 
Segmente 1 − 5, TMDI die Segmente 6 − 11 und TMDII die Segmente 12 − 17. NBF1 und 
NBF2 kennzeichnen die Nukleotid–bindenden intrazellulären Domänen. Die transmembranä-
re Topologie von SUR2A und SUR2B ist wahrscheinlich identisch (CONTI et al., 2001). 
 
1.4.2 Subtypen von Sulfonylharnstoff-Rezeptoren 
Kurz nach der Klonierung von SUR1 (AGUILAR-BRYAN et al., 1995) wurden zwei weitere 
Sulfonylharnstoff-Rezeptoren kloniert, SUR2A und SUR2B (INAGAKI et al., 1996; ISOMOTO 
et al., 1996). SUR2A und SUR2B sind unterschiedliche splice−Produkte desselben Gens auf 
Chromosom 12 und unterscheiden sich nur in den letzten 42-45 C-terminalen Aminosäuren 
(CHUTKOW et al., 1996; ISOMOTO et al., 1996). Ihre Aminosäuresequenz stimmt zu 68 % mit 
derjenigen von SUR1 überein. SUR2A-mRNA findet man im Herzen und in der Skelettmus-
kulatur, SUR2B-mRNA in allen untersuchten Geweben (CHUTKOW et al., 1996; INAGAKI et 
al., 1996; ISOMOTO et al., 1996).  
Die Empfindlichkeit der KATP–Kanäle gegenüber Sulfonylharnstoffen und Kaliumka-
nal-Öffnern wird durch die SUR−Untereinheit determiniert. SUR1 bindet Sulfonylharnstoffe 
(z.B. Glibenclamid oder Glipizid) mit hoher Affinität, die SUR2−Isoformen binden Sulfonyl-
harnstoffe mit etwa 500fach niedrigerer Affinität (DÖRSCHNER et al., 1999). Andererseits 
werden Kaliumkanal-Öffner (z.B. Diazoxid, Pinacidil) schwächer an SUR1 als an SUR2A 




harnstoffe und Kaliumkanal-Öffner sind wahrscheinlich negativ allosterisch gekoppelt 
(SCHWANSTECHER et al., 1998; HAMBROCK et al., 1998). 
 
1.4.3 Lokalisation der Bindungsstelle für Sulfonylharnstoffe 
Sulfonylharnstoffe hemmen den KATP–Kanal über eine hochaffine Bindungsstelle (STURGESS 
et al., 1985; ASHCROFT und RORSMAN, 1989), die sich auf der intrazellulären Seite der Sulfon-
ylharnstoffrezeptor–Untereinheit des Kanals befindet (SCHWANSTECHER et al., 1994). Sulfon-
ylharnstoffe sind schwache organische Säuren (pKS 4-6), die bei physiologischem pH-Wert 
überwiegend als Anionen vorliegen. Ihre korrespondierenden undissoziierten Formen sind 
allerdings sehr lipophil und können deshalb die B-Zellmembran passieren. Daneben erfolgt 
ein Transport über Carrier für organische Ionen (PANTEN et al., 1989). Innerhalb der TMDII 
von SUR wurde eine Region aus 114 Aminosäuren identifiziert, die kritisch für die Ausbil-
dung hoher Sulfonylharnstoff-Affinität ist und wahrscheinlich Teil der Sulfonylharnstoff-
Bindungsstelle ist (Aminosäuren 1129 − 1242, d.h. die transmembranären Segmente 14 – 15 
sowie das dazwischen liegende extrazelluläre Verbindungsstück und Teile der angrenzenden 
zytosolischen Schleifen; UHDE et al., 1999; ASHFIELD et al., 1999; TOMAN, 2001; s. Abb. 1.4). 
Zur hochaffinen Bindung von Glibenclamid-ähnlichen Substanzen trägt möglicherweise die 
zytosolische Schleife zwischen der TMD0 und der TMDI bei (MIKHAILOV et al., 2001). Die 
TMD0 ist wahrscheinlich nicht an der Ausbildung der Bindungsstelle beteiligt (MIKHAILOV et 
al., 2001; TOMAN, 2001). SUR1/KIR6.2 oder SUR2/KIR6.2–Kanäle werden bereits geschlos-
sen, wenn von den pro Kanal vorhandenen vier Sulfonylharnstoff-Bindungsstellen lediglich 
eine von einem Liganden besetzt wird (DÖRSCHNER et al., 1999; GROSS et al., 1999).  
 
1.4.4 Affinität von Sulfonylharnstoffen und Analoga zu SUR-Subtypen 
Glibenclamid (Abb. 1.5 B) bindet an Membranen aus B-Zellen von Mäusen mit einer Disso-
ziationskonstante (KD) von 0,4 nM (PANTEN et al., 1989; SCHWANSTECHER et al., 1992). Für 
rekombinanten SUR1 ist die Dissoziationskonstante sehr ähnlich (KD = 0,55 nM; DÖRSCHNER 
et al., 1999). Dagegen liegen für die rekombinanten SUR2-Isoformen die Dissoziati-
onskonstanten 500fach höher als für SUR1 (KD = 0,29 µM bzw. 0,25 µM für SUR2A bzw. 
SUR2B; DÖRSCHNER et al., 1999). Dies gilt wahrscheinlich für alle therapeutisch eingesetzten 
Sulfonylharnstoffe, z.B. binden auch Glipizid oder Tolbutamid (Abb. 1.5 C, A) an SUR1 (KD 
= 17 nM bzw. 29 µM) mit höherer Affinität als an die SUR2-Isoformen (KD = 5,3 µM bzw. 
230 µM an SUR2A und 6,1 µM bzw. 260 µM an SUR2B; DÖRSCHNER et al., 1999). Das 




mit sehr ähnlichen KD-Werten (6,8 µM für SUR1, 7,6 µM bzw. 7,2 µM für SUR2A bzw. 




                                        








     





























Abb. 1.5 Strukurformeln der Sulfonylharnstoffe Tolbutamid (A), Glibenclamid (B), Glipizid 
(C) sowie des Benzoesäure-Derivates Meglitinid (D). 
 
MEYER et al. (1999) haben untersucht, welche Strukturelemente von Sulfonyl-
harnstoff-Molekülen und Analoga für eine Bindung an die SUR-Isoformen notwendig sind 
und welche Strukturelemente für die SUR1-Selektivität des Glibenclamids verantwortlich 
sind. Demnach wirkt eine anionische Gruppe wie die Sulfonylharnstoff-Funktion oder eine 
Carboxylgruppe (wie im Meglitinid) im Molekül affinitätssteigernd für die Bindung an alle 
drei Rezeptor-Isoformen. Dies gilt als klares Indiz dafür, dass die anionische Gruppe an der 
Rezeptorbindung beteiligt ist. Die SUR1-Selektivität von Glibenclamid ist zurückzuführen 
auf die lipophile Substitution (Cyclohexylring) der Sulfonylharnstoff-Gruppe (MEYER et al., 
1999). Offenbar ist die Bindungstasche der SUR2-Isoformen kleiner als die von SUR1, so 
dass voluminöse lipophile Substituenten wie der Cyclohexylrest des Glibenclamids dort kei-




1.5 KATP-Kanal-unabhängige Insulinsekretion 
1.5.1 Entdeckung und Charakterisierung 
Die Beobachtung, dass Glucose auch dann die Insulinsekretion steigert, wenn eine Blockade 
der KATP-Kanäle keine Rolle spielen kann (bei vollständiger Öffnung bzw. Schließung der 
Kanäle durch Diazoxid bzw. Sulfonylharnstoffe), führte zur Entdeckung der Glucose-
induzierten KATP-Kanal-unabhängigen Insulinsekretion (PANTEN et al., 1988; GEMBAL et al., 
1992; AIZAWA et al., 1992). Die Existenz dieses Effektes wurde in neueren Untersuchungen 
mit SUR1 knockout Mäusen bestätigt. Diese Mäuse ohne funktionsfähigen KATP-Kanal zeig-
ten immer noch eine (wenngleich verminderte) Glucose-stimulierte zweite Phase der Insulin-
sekretion (SEGHERS et al., 2000). Diese KATP-Kanal-unabhängige Insulinsekretion durch Glu-
cose scheint teilweise der zweiten Phase der Glucose-induzierten biphasischen Insulinsekreti-
on zu ähneln (AIZAWA et al., 1992). Es ist anzunehmen, dass die KATP-Kanal-abhängige und 
die KATP-Kanal–unabhängige Insulinsekretion zusammen für das Zustandekommen des typi-
schen biphasischen Sekretionsmusters der Glucose (Abb. 4.1) verantwortlich sind (KOMATSU 
et al., 1997). Der KATP-Kanal-vermittelte Weg der Insulinsekretion gilt dabei als vorherr-
schend, deshalb wird der KATP-Kanal-unabhängige Weg auch als „amplifizierender“ Weg 
bezeichnet, also als ein Weg, über den die KATP-Kanal-vermittelte Sekretionsantwort auf Glu-
cose und auch auf andere Stimulatoren der Insulinsekretion verstärkt und optimiert wird 
(HENQUIN, 2000). Die Amplifizierung der Insulinsekretion besteht aus einer Steigerung der 
Wirksamkeit des zytosolischen Ca2+-Signals auf die Insulin-Exozytose und beginnt erst, wenn 
die zytosolische Ca2+-Konzentration durch Wirkung des KATP-Kanal-vermittelten Mechanis-
mus erhöht wurde (HENQUIN, 2000). Der KATP-Kanal-unabhängige Weg erwies sich als beein-
trächtigt in Tiermodellen mit Typ 2-Diabetes (HUGHES et al., 1998). Über den genauen Me-
chanismus der KATP-Kanal-unabhängigen Insulinsekretion herrscht bislang noch Unklarheit.  
 
1.5.2 Produkte des Energiestoffwechsels als Vermittler des KATP-Kanal-unabhängigen 
Effektes 
Die Glucose-induzierte KATP-Kanal-unabhängige Insulinsekretion erfordert die Metabolisie-
rung der Glucose und korreliert dabei in ihrem Ausmaß mit einem Anstieg des ATP/ADP-
Verhältnisses in der B-Zelle. Dies bedeutet, dass die KATP-Kanal-unabhängige Insulinsekreti-
on an Veränderungen des Energiestatus der Zelle gekoppelt ist (GEMBAL et al., 1993). Be-
kannt ist auch, dass die KATP-Kanal-unabhängigen Effekte nicht durch einen weiteren Anstieg 
der zytosolischen Ca2+-Konzentration vermittelt werden (GEMBAL et al., 1993). Es erscheint 




durch einen aktivierten Energiestoffwechsel (RUSTENBECK, 1999). Denkbar ist eine Rolle von 
Adenin-Nukleotiden wie ATP als Mediatoren dieser Kopplung. Es konnte eine gute Korrela-
tion zwischen der Konzentration von Adenin- und Guanin-Nukleotiden in Inseln von Mäusen 
und Glucose-induzierter KATP-Kanal-unabhängiger Insulinsekretion gefunden werden (DETI-
MARY et al., 1996). Auch frühere Untersuchungen von PANTEN et al. (1988) kamen zu dem 
Schluss, dass energiereiche Phosphate wie ATP als Vermittler zwischen Nährstoffmetabolis-
mus in der B-Zelle und KATP-Kanal-unabhängiger Insulinsekretion fungieren könnten, weil 
Nährstoffe, die intra- und extramitochondrial unter ATP-Gewinnung verstoffwechselt werden, 
eine KATP-Kanal-unabhängige Sekretion hervorriefen. Untersuchungen der Ultrastruktur von 
B-Zellen haben gezeigt, dass die Mitochondrien häufig in der Nähe der sekretorischen Insu-
lingranula vorzufinden sind (WOLLHEIM, 2000). Diese Lokalisation könnte als ein weiteres 
Indiz für eine Rolle von ATP als Vermittler zwischen Metabolismus und Insulinfreisetzung 
gewertet werden, denn fest steht, dass ATP für den Ablauf des exozytotischen Prozesses an 
mehreren Stellen notwendig ist, z.B. für „Docking“ und Priming (AUGUSTINE et al., 1996) der 
Sekretionsgranula.  
 
1.5.3 Glutamat als Vermittler des KATP-Kanal-unabhängigen Effektes 
MAECHLER und WOLLHEIM (1999) haben ein Modell für die Kopplung des Glucosemetabo-
lismus an die Insulinsekretion vorgeschlagen, welches intramitochondrial gebildetem Gluta-
mat die Vermittlerrolle bei der KATP-Kanal-unabhängigen Insulinsekretion zuspricht. Dieses 
Modell besagt, dass die KATP-Kanal-vermittelte Insulinsekretion (Glucosemetabolismus, 
ATP-Produktion, Schließen der KATP-Kanäle, Depolarisation der Zellmembran, Öffnung 
spannungsabhängiger Ca2+-Kanäle, Erhöhung der zytosolischen Ca2+-Konzentration, Auslö-
sung der Insulinfreisetzung) die erste Phase der sekretorischen Antwort auf Glucose darstellt. 
Das durch den Glucosemetabolismus hyperpolarisierte Membranpotential der Mitochondrien 
bewirke bei Vorliegen erhöhter Ca2+-Konzentrationen im Zytosol die Aufnahme von Ca2+ in 
die Mitochondrien. Erhöhte intramitochondriale Ca2+-Spiegel würden zu einer Aktivierung 
von Enzymen des Citratzyklus führen. Durch den aktivierten Citratzyklus würden vermehrt 
Intermediate wie α-Ketoglutarat gebildet werden, welches durch Reaktion der Glutamat-
Dehydrogenase zu Glutamat umgesetzt werde. Die Aufnahme von Glutamat in die insulinhal-
tigen Sekretionsgranula könnte dann für die Ausprägung der zweiten, d.h. der KATP-Kanal-
unabhängigen Phase der Insulinsekretion entscheidend sein, eventuell durch Priming der Gra-




Diese Modellvorstellung wird angezweifelt, denn in anderen Studien bewirkte eine 
Erhöhung der Glutamatkonzentration in Inselzellen keine Stimulation der Insulinsekretion 
(MACDONALD und FAHIEN, 2000; YAMADA et al., 2001; BERTRAND et al., 2002). Weiterhin 
wurde festgestellt, dass Insulin-freisetzende Nährstoffe wie Glucose, Leucin und α-
Ketoisocapronsäure (KIC) nicht zu einer Erhöhung der Glutamatkonzentration in Pankreasin-
seln führen (MACDONALD und FAHIEN, 2000; BERTRAND et al., 2002), sondern dass vielmehr 
Insulinsekretion mit Glutamatverbrauch assoziiert sein kann (BERTRAND et al., 2002).  
 
1.6 Insulinsekretion durch α-Ketomonocarbonsäuren und BCH 
α-Ketoisocapronsäure (KIC, Abb. 2.1), das Transaminierungsprodukt von Leucin, stimuliert 
eine schnelle, anhaltende und starke Insulinsekretion isolierter Pankreasinseln, und dies auch 
in Abwesenheit anderer Stimulatoren der Insulinsekretion (PANTEN, 1975). Daher zählt KIC 
neben z.B. Glucose und Sulfonylharnstoffen zu den Initiatoren der Sekretion. Ebenso wie bei 
der Glucose-induzierten Insulinsekretion wird beim intramitochondrialen Stoffwechsel von 
KIC die ATP-Produktion der B-Zelle erhöht, wodurch die Offenwahrscheinlichkeit der KATP-
Kanäle reduziert und somit die Sekretion ausgelöst wird (ASHCROFT et al., 1987). Wenn je-
doch alle KATP-Kanäle durch maximal wirksame Sulfonylharnstoff-Konzentrationen ge-
schlossen sind, bewirkt KIC immer noch eine starke KATP-Kanal-unabhängige Insulinsekreti-
on, die sogar noch stärker ist als die einer maximal wirksamen Glucosekonzentration (PAN-
TEN et al., 1988).  
α-Ketocapronsäure (KC, Abb. 2.1) kann eine ähnlich starke Insulinsekretion initiieren 
wie ihr Isomer KIC. Wie bei KIC ist die Auslösung der Sekretion unabhängig von der Anwe-
senheit anderer Stimulatoren der Insulinsekretion (PANTEN, 1975).  
α-Ketoisovaleriansäure (KIV, Abb. 2.1), das Transaminierungsprodukt von Valin, ist 
kein Initiator der Insulinsekretion (PANTEN, 1975), kann aber bei Anwesenheit anderer Stimu-
latoren der Sekretion eine Insulinsekretion verstärken und gilt daher als Potentiator der Sekre-
tion. 
β-Phenylpyruvat (PP, Abb. 2.1), das Transaminierungsprodukt von Phenylalanin, kann 
eine Insulinsekretion isolierter Pankreasinseln hervorrufen, wenngleich die B-Zelle Phenyl-
alanin nicht abzubauen vermag (PANTEN und LANGER, 1981). β-Phenylpyruvat bewirkt wie 
KIC und KC eine Insulinsekretion auch in Abwesenheit anderer Stimulatoren der Sekretion 
(MATSCHINSKY et al., 1975; LENZEN und PANTEN, 1981).  
Von den vier Isomeren des BCH (2-Aminobicyclo[2.2.1]heptan-2-carbonsäure, Abb. 




1969 als eine bei Ratten hypoglykämisch wirkende Substanz beschrieben (CHRISTENSEN und 
CULLEN), allerdings ist lediglich das (-)-b-Isomer ein Initiator der Insulinsekretion 
(CHRISTENSEN et al., 1971). Die Auslösung einer Insulinsekretion durch eine nicht metaboli-
sierbare Substanz galt vor Entdeckung der KATP-Kanäle und deren Funktion als ein Hauptar-
gument dafür, dass die Freisetzung von Insulin durch die Wirkung β-zytotroper Substanzen 
auf spezifische Rezeptoren der B-Zellmembran hervorgerufen wird (MATSCHINSKY et al., 
1972). Die Entdeckung, dass (-)-b-BCH auf allosterischem Weg die Glutamat-Dehydrogenase 
in den Mitochondrien der B-Zellen zu aktivieren vermag (GYLFE, 1976), veränderte diese 
Interpretation: Somit kann durch die Wirkung von (-)-b-BCH die Energieproduktion der B-
Zelle gesteigert werden (PANTEN et al., 1980; SENER und MALAISSE, 1980). 
ZIELE DER ARBEIT 
 
 18 
2   ZIELE DER ARBEIT 
2.1  Mechanismus der durch β-zytotrope Nährstoffe induzierten KATP-Kanal-
unabhängigen Insulinsekretion  
Alle β-zytotropen Medikamente, die derzeit in der antidiabetischen Therapie eingesetzt wer-
den (Sulfonylharnstoffe und Analoga), wirken durch Hemmung des KATP-Kanals der B-
Zellen. Dieser Wirkmechanismus bedingt aber, dass gefährliche Hypoglykämien ausgelöst 
werden können. β-Zytotrope Pharmaka, die diesen unerwünschten Effekt nicht zeigen, dürfen 
nicht am KATP-Kanal angreifen, sondern müssen über andere Mechanismen wirken. Die Ent-
wicklung solcher Medikamente kann vorangetrieben werden, wenn man die Wirkmechanis-
men der physiologischen Stimulatoren der Insulinsekretion sehr genau kennt. Dies ist für 
Glucose, den physiologisch wichtigsten Stimulator der Insulinsekretion, nicht der Fall. Zwar 
wird gut verstanden, auf welche Weise Glucose zur Hemmung der KATP-Kanäle in den B-
Zellen führt und dadurch die Sekretion steigert. Dagegen kann aber bisher nicht befriedigend 
erklärt werden, wie der KATP-Kanal-unabhängige Weg der Glucosewirkung zustande kommt. 
Um diesen Weg besser zu verstehen, sollten die Insulin-freisetzenden Wirkungen von Sub-
stanzen (Abb. 2.1) verglichen werden, die in den B-Zellen selbst als Substrate dienen 
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Abb. 2.1 Strukturformeln von α-Ketoisocapronat (KIC), α-Ketocapronat (KC), α-Ketoiso-
valerat (KIV), β-Phenylpyruvat (PP), Monomethylsuccinat (MMS) und (-)-b-BCH (Darstel-
lung in undissoziierter Form; * kennzeichnet das asymmetrische C-Atom). Die KATP-Kanal-
unabhängigen Insulin-freisetzenden Wirkungen dieser Verbindungen sollten getestet und mit-
einander verglichen werden.  
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2.2  Strukturelle Voraussetzungen für die Interaktion von Sulfonylharnstoffen 
und Analoga mit KATP-Kanälen  
An der Wechselwirkung von Glibenclamid und verwandten Liganden mit den Sulfonyl-
harnstoffrezeptor-Subtypen von KATP-Kanälen sind drei Bereiche der Moleküle beteiligt 
(Abb. 2.2): 
1  Ein aromatischer Ring (Ring B), an den in relativ konstantem Abstand eine anionische 
Gruppe (z.B. Sulfonylharnstoff- oder Carboxylgruppe) geknüpft ist. Die anionische 
Gruppe steigert die Affinität der Liganden für die Bindung an die SUR-Subtypen (MEY-
ER et al., 1999).  
2  Ein lipophiler Substituent (Ring A), der über eine kurze aliphatische Brücke, die eine 
CONH- oder NHCO-Gruppe enthält, mit dem aromatischen Ring B verbunden ist. 
3  Ein lipophiler Substituent in Nachbarschaft (auch in ortho-Position am Ring B) zur 
anionischen Gruppe, der dem Liganden die Unterscheidung zwischen SUR1 und 








































































Abb. 2.2 Modell der Bindungsstellen-Areale für Glibenclamid und HMR 1883 am SUR1 der 
B-Zelle. Die Bereiche 1, 2 und 3 kennzeichnen die verschiedenen Molekülbereiche, die für die 
Rezeptorbindung eine Rolle spielen. 
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Es sollten Struktur-Wirkungsbeziehungen für die Interaktion von Sulfonylharnstoffen und 
Analoga mit KATP-Kanälen bzw. SUR-Subtypen erstellt werden, um die genannten drei Berei-
che der Sulfonylharnstoff-Bindungsstelle näher zu charakterisieren bzw. um die Wechselwir-
kung der SUR-Liganden mit ihren Bindungsstellen besser zu verstehen. Im einzelnen sollten 
folgende Untersuchungen durchgeführt werden: 
 
(A) Betreffend den Bereich 1: Untersuchung, ob eine Phosphatgruppe die anionische Funkti-
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Abb. 2.3 Strukturformeln von {4-[2-(5-Chlor-2-methoxybenzamido)ethyl]phenyl}phosphat 
(A) und 5-Chlor-N-[2-(4-hydroxyphenyl)ethyl]-2-methoxybenzamid (B). Anhand der Verbin-
dung (A) sollte getestet werden, ob eine Phosphatgruppe die anionische Funktion im Molekül 
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(B) Betreffend den Bereich 2: Untersuchung, wie unterschiedliche Substitution und das Vor-
liegen von Stereoisomerie im Bereich der die beiden aromatischen Ringe A und B ver-
bindenden Kette die Affinität zu SUR1 und SUR2A/SUR2B beeinflusst (Testsubstanzen 
s. Abb. 2.4). 
 


















AG-EE 319 ZW (+) 





















Abb. 2.4 Strukturformeln von Repaglinid, AG-EE 624 ZW, AG-EE 319 ZW, AG-EE 436 ZW 
und AG-DD 1461 ZW (* kennzeichnet das asymmetrische C-Atom). Anhand dieser Verbin-
dungen sollte getestet werden, wie unterschiedliche Substitution und das Vorliegen von Ste-
reoisomerie im Bereich der die beiden aromatischen Ringe A und B verbindenden Kette die 
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(C) Betreffend die Bereiche 2 und 3: Untersuchung, ob Variationen der Kettenlänge zwi-
schen den Benzolringen A und B und ob Substituenten in Nachbarschaft (ortho-Position) 
zur anionischen Gruppe die Selektivität für SUR2A/SUR2B steigern können 
(Testsubstanzen s. Abb. 2.5). 
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SH 951729 (+) 
SH 951957 (-) 













Abb. 2.5 Strukturformeln von S 920707, HMR 1402, S 981639, SH 951729 und SH 951957  
(* kennzeichnet das asymmetrische C-Atom). Anhand dieser Verbindungen sollte getestet 
werden, ob Variationen der Kettenlänge zwischen den Benzolringen A und B und ob Substi-
tuenten in Nachbarschaft (ortho-Position) zur anionischen Gruppe die Selektivität für 
SUR2A/SUR2B steigern können. 
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3 MATERIAL UND METHODEN 
3.1 Perifusion isolierter Maus-Pankreasinseln 
3.1.1 Basismedium für die Inselisolierung und die Perifusion 
Als Basismedium für die Isolierung der Pankreasinseln diente ein modifizierter Krebs-Ringer-
Bicarbonat-Puffer. Weil durch Entweichen von CO2 der Puffer alkalisch werden würde und 
nur ein fortlaufendes Begasen mit CO2 den pH-Wert konstant gehalten hätte, wurde zur Stabi-
lisierung des pH-Wertes ein Teil des Bicarbonats durch den nicht flüchtigen organischen 
HEPES-Puffer ersetzt (LERNMARK, 1974). Ferner enthielt die im folgenden Krebs-Ringer-
Hepes-Albumin (KRHA)-Puffer benannte Lösung noch NaOH und Albumin. 
 
A) Stammlösung 1 (0,90 % NaCl) 
18,0 g Natriumchlorid (6404, Fa. Merck) wurden in 2 l bidest. Wasser gelöst. 
 
B) Stammlösung 2 (1,15 % KCl) 
5,75 g Kaliumchlorid (4936, Fa. Merck) wurden in 500 ml bidest. Wasser gelöst. 
 
C) Stammlösung 3 (1,62 % CaCl2 ·2 H2O) 
8,10 g Calciumchlorid-Dihydrat (2382, Fa. Merck) wurden in 500 ml bidest. Wasser gelöst. 
 
D) Stammlösung 4 (2,11 % KH2PO4) 
5,275 g Kaliumdihydrogenphosphat (4873, Fa. Merck) wurden in 250 ml bidest. Wasser ge-
löst. 
 
E) Stammlösung 5 (3,82 % MgSO4 ·7 H2O) 
9,55 g Magnesiumsulfat-Heptahydrat (5886, Fa. Merck) wurden in 250 ml bidest. Wasser 
gelöst. 
 
F) Stammlösung 6 (1,30 % NaHCO3) 
13,0 g Natriumhydrogencarbonat (6329, Fa. Merck) wurden in 1 l bidest. Wasser gelöst. Die 
Lösung wurde anschließend 30 min lang mit CO2 begast. 
 
Die Stammlösungen 1-6 (3.1.1 A-F) wurden bis zu 2 Wochen bei 4 °C gelagert. 
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G) Stammlösung 7 (6,5 % Albumin, 7,74 % HEPES, 154 mM NaOH) 
65 g Rinderserumalbumin (11930, Fa. Serva) wurden in 400 ml bidest. Wasser gelöst. 77,4 g 
HEPES (91053, Fa. Roth) wurden in 200 ml bidest. Wasser gelöst. Der HEPES-Lösung wur-
den 154 ml 1N NaOH zugefügt. Beide Lösungen wurden anschließend in einen 1 l Messkol-
ben überführt, der mit bidest. Wasser auf 1 l aufgefüllt wurde. Die Stammlösung wurde in 
Portionen zu 20 ml tiefgefroren. 
 
Der KRHA-Puffer wurde täglich frisch aus den Stammlösungen 1-7 (3.1.1 A-G) angesetzt 
und vor seinem Gebrauch 30 min mit Carbogen (95 % O2, 5 % CO2) begast, um einen pH-
Wert von 7,40 zu erreichen. Die Äquilibrierung geschah zur Verhütung von Schaumbildung 
vor Zugabe der Stammlösung 7. Nach Herstellung wurde der Puffer auf 37 °C temperiert. 
 
Der fertige KRHA-Puffer bestand aus den folgenden Aliquoten der Stammlösungen: 
200 ml Stammlösung 1 entsprechend einer Endkonzentration von  118 mM NaCl  
8 ml  Stammlösung 2 entsprechend einer Endkonzentration von  4,7 mM KCl 
6 ml  Stammlösung 3 entsprechend einer Endkonzentration von  2,5 mM CaCl2 
2 ml  Stammlösung 4 entsprechend einer Endkonzentration von  1,2 mM KH2PO4 
2 ml  Stammlösung 5 entsprechend einer Endkonzentration von  1,2 mM MgSO4 
34 ml  Stammlösung 6 entsprechend einer Endkonzentration von  20,2 mM NaHCO3 
8 ml  Stammlösung 7 entsprechend einer Endkonzentration von  4,7 mM NaOH,  
                                                                                           10 mM HEPES, 0,2 % Albumin 
 
3.1.2 Lösungen der Testsubstanzen 
3.1.2.1 Glipizid-Stammlösung (0,54 mM) 




A) 10 mM Glucose, 2,7 µM Glipizid 
198,17 mg Glucose-Monohydrat (1.08342, Fa. Merck) wurden in 99,5 ml KRHA-Puffer 
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B) 10 mM Glucose, 2,7 µM Glipizid, 10 mM Glutamin 
198,17 mg Glucose-Monohydrat (1.08342, Fa. Merck) und 146,1 mg Glutamin (G-3126, Fa. 
Sigma) wurden in 99,5 ml KRHA-Puffer (3.1.1) gelöst. Zu dieser Lösung wurden 500 µl der 
Glipizid-Stammlösung (3.1.2.1) pipettiert. 
 
C) 40 mM Glucose, 2,7 µM Glipizid 
792,68 mg Glucose-Monohydrat (1.08342, Fa. Merck) wurden in 99,5 ml KRHA-Puffer 
(3.1.1) gelöst. Zu dieser Lösung wurden 500 µl der Glipizid-Stammlösung (3.1.2.1) pipettiert. 
 
D) 3 mM Glucose, 2,7 µM Glipizid 
59,45 mg Glucose-Monohydrat (1.08342, Fa. Merck) wurden in 99,5 ml KRHA-Puffer (3.1.1) 
gelöst. Zu dieser Lösung wurden 500 µl der Glipizid-Stammlösung (3.1.2.1) pipettiert. 
 
E) 10 mM Glucose 
198,17 mg Glucose-Monohydrat (1.08342, Fa. Merck) wurden in 100 ml KRHA-Puffer 
(3.1.1) gelöst. 
 
F) 2,7 µM Glipizid 




Als Testsubstanzen wurden eingesetzt: 
 
Glucose-Monohydrat (1.08342, Fa. Merck), MG 198,2 
Glipizid, MG 445,5 
Natrium-α-Ketoisocapronat (KIC) (K-0629, Fa. Sigma), MG 152,1 
Natrium-α-Ketocapronat (KC) (K-6625, Fa. Sigma), MG 152,1 
Natrium-α-Ketoisovalerat (KIV) (68253, Fa. Fluka), MG 138,1 
Natrium-β-Phenylpyruvat (PP) (P-8001, Fa. Sigma), MG 186,1 
2-Aminobicyclo[2.2.1]heptan-2-carbonsäure (BCH, Gemisch aus 10 % (±)-a-BCH und 90 % 
(±)-b-BCH; CHRISTENSEN et al., 1969) (A-7902, Fa. Sigma), MG 155,2 
Monomethylsuccinat (MMS) (M8, 110-1, Fa. Aldrich), MG 132,1 
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Die verwendeten Konzentrationen der Testsubstanzen sind im Ergebnisteil angegeben. Zur 
Herstellung der Testmedien wurde die entsprechende Menge an Testsubstanz in 50 ml eines 
der im Ergebnisteil angegebenen Kontrollmedien (3.1.2.2) gelöst. Testmedien, die Natrium-β-
Phenylpyruvat enthielten, wurden nach der Herstellung filtriert (Filtropur S plus 0,2 µm, Fa. 
Sarstedt). Testmedien mit Monomethylsuccinat wurden vor Versuchsbeginn mit 1 N NaOH 
auf einen pH-Wert von 7,40 eingestellt. 
 
3.1.3 Versuchstiere 
Als Versuchstiere dienten Albinomäuse des Stammes NMRI aus einer nicht selektiven Zucht-
auswahl (Fa. Harlan Winkelmann, Borchen). Es wurden randomisiert männliche und weibli-
che Tiere im Alter von 3-6 Monaten verwendet, deren Gewicht zwischen 35 und 55 g lag. Die 
Mäuse wurden bei konstanter Raumtemperatur von 25 °C gehalten und hatten freien Zugang 
zu Trinkwasser und einem Standard-Diätfutter (Altromin 1324, Fa. Altromin). 
 
3.1.4 Inselisolierung 
3.1.4.1 Medium für die Inselisolierung 
Die Inselisolierung wurde durchgeführt in KRHA-Puffer (3.1.1), der 5 mM Glucose enthielt. 
Dazu wurden 99 mg Glucose-Monohydrat (1.08342, Fa. Merck) in 100 ml KRHA-Puffer ge-
löst. 
 
3.1.4.2 Duchführung der Inselisolierung 
Die Pankreasinseln wurden durch Collagenase-Andauung des Pankreas isoliert 
(MOSKALEWSKI, 1965). Es wurde eine Modifizierung beschriebener Techniken (LACY und 
KOSTIANOVSKY, 1967; LERNMARK, 1974) angewendet: Sofort nach Decapitierung der Maus 
wurde die Bauchhöhle eröffnet, der Dick- und der Dünndarm zur Seite geklappt und die 
Bauchspeicheldrüse vollständig und ohne Verzögerung exzidiert. Das frisch herausgeschnit-
tene Pankreas wurde in eine Petrischale überführt, welche 2 ml KRHA-Puffer mit 5 mM Glu-
cose (3.1.4.1) enthielt und anschließend mit einer Schere 5 bis 8 Minuten lang in sehr feine 
Stücke geschnitten. Das feingeschnittene Gewebe wurde in ein Schraubdeckelgefäß, welches 
1 mg Collagenase (Collagenase P, Aktivität 3,23 U/mg, Fa. Roche) enthielt, pipettiert. Das 
Schraubdeckelgefäß wurde in einem Schüttelwasserbad (ST1-338, Fa. Bühler) befestigt und 
bei einer Temperatur von 37 °C mit einer Frequenz von 328/min geschüttelt. Nach etwa 11 
Minuten wurde der Verdau durch etwa 10 Sekunden langes heftiges Schütteln per Hand und 
anschließendes Verdünnen mit etwa 20 ml KRHA-Glucose-Puffer (3.1.4.1) unterbrochen. 
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Nach fünfminütiger Sedimentation des Gemisches wurde der Überstand abgesaugt, das Gefäß 
erneut mit KRHA-Glucose-Puffer aufgefüllt und das angedaute Gewebe in eine Petrischale 
überführt. Unter einem Stereomikroskop (Stemi 2000, Fa. Zeiss) wurden die Inseln, die frei 
von Gewebe waren, aus dem Gewebe herauspipettiert und dreimal mit KRHA-Glucose-Puffer 
gewaschen. 50 freie und mikroskopisch einwandfreie Inseln wurden so für die Durchführung 
der Perifusion bereitgestellt. 
 
3.1.5 Durchführung der Perifusion 
Zur Durchführung der Perifusionen wurde das 1977 von PANTEN et al. beschriebene Mikrope-
rifusionssystem benutzt. Der Perifusionsapparat (Abb. 3.1) wurde mindestens 90 Minuten vor 
Beginn des Begasens mit Carbogen auf 37 °C vorgeheizt. Damit war nach dem Einbringen 
der Inseln in die Perifusionskammer – bei geschlossenem System – eine konstante Tempera-
tur von 37 °C während der gesamten Versuchsdauer gewährleistet. Nach Erreichen der Tem-
peratur von 37 °C im Perifusionssystem wurde der Apparat fortlaufend bis zum Ende des Ver-
suchs von Carbogen durchströmt. 2 Messzylinder wurden in das Gerät hineingestellt. 
Messzylinder A wurde beschickt mit 100 ml KRHA-Puffer ohne Testsubstanz (Kontrollmedi-
um, s. 3.1.2.2), Messzylinder B enthielt 50 ml KRHA-Puffer mit Testsubstanz (Testmedium, 
s. 3.1.2.3). Vor Versuchsbeginn wurden Kontroll- und Testmedien nochmals für 30 Minuten 
durch eingeführte Begasungsschläuche mit Carbogen begast. 
Vor der Isolierung der Inseln wurde die Perifusionskammer vorbereitet: Mit einer 
Deckglaspinzette wurde ein Filter (SMWP01300, Fa. Millipore) genau in die Rille am Kam-
merkonus eingelegt, ohne dabei das Filter zu verletzen, ein Silikon-Dichtungsring 
(SX0001301, Fa. Millipore) aufgelegt und der Ableiteteil aufgeschraubt, ohne Ring oder Fil-
ter zu verschieben. Dann wurde eine 5 ml-Spritze über einen Kunststoffkonus an den Ablei-
teschlauch angeschlossen und die Perifusionskammer mit Hilfe der Spritze luftblasenfrei mit 
KRHA-Glucose-Puffer (3.1.4.1) gefüllt. 50 isolierte Inseln wurden in die vorbereitete Kam-
mer pipettiert und sanken auf das Filter, ohne dass Luftblasen entstanden. 
Nach Entfernen der Begasungsschläuche aus Kontroll- und Testmedium wurden 2 An-
saugschläuche bis auf den Boden der Zylinder eingeführt, die beiden Peristaltikpumpen 
(10200 Perpex; 12000 Varioperpex, Fa. LKB, Schweden) eingeschaltet und das Schlauchsys-
tem luftblasenfrei mit Medium gefüllt. Die mit den Inseln befüllte Perifusionskammer wurde, 
nach Einlegen eines weiteren Dichtungsringes, durch Aufschrauben des Zufluss-
Schlauchfittings an das Schlauchsystem angeschlossen und im Inneren des Perifusionsappara-
tes mit Klebeband befestigt. Der Ableiteschlauch wurde nach Entfernen der 5 ml-Spritze am 
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Fraktionensammler (Cygnet, Fa. Isco, USA) justiert. 
Nach dem Einschalten der ersten Pumpe wurden die Inseln in der Kammer vom Kon-
trollmedium umströmt. Die Fließgeschwindigkeit betrug 0,9 bis 1,0 ml/min. Das Perifusat der 
ersten 40 Minuten wurde verworfen. Das Perifusat der folgenden 20 Minuten wurde in 5 
Fraktionen à 4 Minuten gesammelt. Beim Wechsel auf die 6. Fraktion, d.h. nach 60-minütiger 
Perifusion wurde das Drehventil umgeschaltet, so dass die Inseln mit Testmedium perifun-
diert wurden. Während dieser Testphase wurden zunächst 8 Fraktionen à 1 Minute gesam-
melt, anschließend 9 Fraktionen à 4 Minuten. Jeweils 1 ml der insgesamt 22 Fraktionen wurde 
in Eppendorf-Reagiergefäßen bis zur Verwendung im ELISA-Test tiefgefroren. 
 
 
Abb. 3.1 Modell des Mikroperifusionssystems (Seitenansicht) nach PANTEN et al. (1977). Das 
System verfügt über doppelte Wände, die von 37 °C warmen Wasser durchströmt werden. Die 
Perifusionskammer (hier nicht dargestellt) wird an den vom Drehventil kommenden Schlauch 
angeschraubt. Für weitere Details s. Text.  
 
3.1.6 Reinigung des Perifusionssystems 
Nachdem die Perifusionskammer vom Schlauchsystem abgeschraubt und geöffnet worden 
war, wurde das Filter mit den perifundierten Inseln entfernt und alle Einzelteile mit bidest. 
Wasser gereinigt und danach bei 60 °C getrocknet. Das Schlauchsystem wurde 30 Minuten 
mit bidest. Wasser durchspült, anschließend durch ebenso langes Durchsaugen von Luft ge-
trocknet. Einmal pro Woche bzw. vor jedem Wechsel der Testsubstanz wurde das Schlauch-
system vor der bidest.-Spülung mit Ethanol 70 % gespült. Bei Notwendigkeit wurde der Peri-
fusionsapparat innen und außen mit Ethanol 70 % gereinigt. 
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3.1.7 Bestimmung des Insulingehaltes 
Der Insulingehalt der Proben wurde mittels eines enzymatischen Immunassays (ELISA) be-
stimmt (Rat Insulin ELISA, Fa. Mercodia, Uppsala, Schweden). Dieser ELISA-Test funktio-
nierte nach dem so genannten Sandwich-Prinzip: Die Mikrotiterplatte enthielt einen mo-
noklonalen Insulinantikörper, an den das Insulin aus der Probe band. Zum Inkubationsansatz 
wurde ein zweiter monoklonaler Insulinantikörper gegeben, der an eine andere antigene De-
terminante des Insulinmoleküls band (= „Sandwich“). Dieser zweite Antikörper war mit dem 
Enzym Peroxidase konjugiert. Nach einer Inkubationszeit von 2 Stunden (Schüttelinkubator 
SLT IS 2.10, Fa. SLT) wurden ungebundene Anteile des markierten Antikörpers durch Wa-
schen entfernt. Anschließend wurde das Substrat 3, 3’, 5, 5’-Tetramethylbenzidin zum Ansatz 
pipettiert. Das Substrat wurde mittels Peroxidase zu einer farbigen Verbindung oxidiert. Auf 
diese Weise gelingt die Detektion des markierten Antikörpers bzw. des gebundenen Insulins. 
Die Absorption der entstandenen farbigen Verbindung wurde UV-spektroskopisch bei λ = 450 
nm bestimmt (Photometer SLT 340 ATTC, Fa. SLT) und war proportional zur Insulinkon-
zentration. Der Insulingehalt der Proben wurde mittels des „Easy−Fit“−Programms (Version 
5.47, Fa. SLT) errechnet durch Aufstellung einer Standardkurve. Dazu wurden für jeden ein-
zelnen Test Insulinstandards im Konzentrationsbereich von 0 bis 5,5 µg/l parallel mit den 
Proben inkubiert. Proben, die mehr als 5,5 µg/l Insulin enthielten, wurden mit Nullstandard 
verdünnt. Keine der eingesetzten Testsubstanzen beeinflusste die Insulinmessung. 
 
3.1.8 Datenauswertung 
Die erhaltenen Insulinkonzentrationen mit der Einheit [µg/l] wurden umgerechnet in die Ein-
heit [pg/min•Insel]. Der Insulingehalt in der letzten Fraktion vor dem Umschalten auf das 
Testmedium (57. – 60. Minute) wurde als relative Sekretionsrate auf 100 % gesetzt und alle 
anderen ermittelten Insulinkonzentrationen auf diesen Wert bezogen. 
Die Ergebnisse sind angegeben als arithmetische Mittelwerte der relativen Sekretions-
raten in Prozent oder als arithmetische Mittelwerte der absoluten freigesetzten Insulinmengen 
in pg/min•Insel ± SEM (wenn größer als das Symbol in der Abbildung) für N unabhängige 



























5-Chlor-2-methoxybenzoesäurechlorid: Zu 18,7 g (0,1 mol) 5-Chlor-2-methoxybenzoesäure 
(29,249-4, Fa. Aldrich) wurde unter Rühren 73 ml Thionylchlorid (23,046-4, Fa. Aldrich) 
gegeben, so dass eine hellgelbe Lösung entstand. Anschließend wurde eine Stunde unter 
Rückfluss erhitzt, wobei die Anfangstemperatur 60 °C und die Endtemperatur 70-75 °C be-
trug. Nach 1 Stunde wurde das überschüssige Thionylchlorid bei 60 °C und 400 mbar abdes-
tilliert. Es verblieb eine gelb-braune Lösung, die bei Raumtemperatur erstarrte. 
5-Chlor-N-[2-(4-hydroxyphenyl)ethyl]-2-methoxybenzamid: 2,05 g (10 mmol) 5-Chlor-2-
methoxybenzoesäurechlorid wurden in 4 ml Aceton (17,912-4, Fa. Aldrich) gelöst und unter 
Eiskühlung zu 1,37 g (10 mmol) Tyramin (T9,034-4, Fa. Aldrich) in einem Gemisch beste-
hend aus 10 ml Aceton und 14 ml 1 N NaOH getropft. Durch Zugabe von 2 N NaOH wurde 
der pH-Wert der Lösung alkalisch gehalten. Nach beendeter Zugabe wurde vorsichtig etwa 30 
Minuten unter Rückfluss erhitzt und 1 Stunde bei Raumtemperatur nachgerührt. Der entstan-
dene gelbe Niederschlag wurde abfiltriert und in Ethanol/Wasser umkristallisiert. Man erhielt 
2,7 g (89 %) eines hellgelben Feststoffes mit dem Schmelzpunkt 127 °C.  
 
1H-NMR (DMSO-d6, 400 MHz): δ = 2,70 (t; J = 7,21 Hz; 2H; C2’-H2), 3,44 (sext; J = 7,11 
Hz, J = 5,51 Hz; 2H; C1’-H2), 3,80 (s; 3H; OCH3), 6,70 (d; J = 8,38 Hz; 2H; C2’’-H, C6’’-H), 
7,04 (d; J = 8,36 Hz; 2H; C3’’-H, C5’’-H), 7,14 (d; J = 8,94 Hz; 1H; C3-H), 7,48 (dd; J = 2,74 
Hz, J = 8,86 Hz; 1H; C4-H), 7,66 (d; J = 2,85 Hz; 1H; C6-H), 8,20 (t; J = 5,44 Hz; 1H; NH; 
Austausch mit D2O), 9,29 (s; 1H; OH; Austausch mit D2O). 
13C-NMR (DMSO-d6, 100 MHz): δ = 34,00 (C2’), 41,07 (C1’), 56,25 (OCH3), 114,18 (C3), 
115,18 (C2’’, C6’’), 124,40 (C1 oder C5), 124,49 (C1 oder C5), 129,41 (C1’’), 129,61 (C3’’, 
C5’’), 131,64 (C4), 155,65 (C2), 155,76 (C4’’), 163,52 (C=O). 
IR (KBr): ύ (cm-1) = 3371, 3220, 2934, 1636, 1592, 1517, 1483, 1273, 1232, 1181, 1123, 
1017, 815, 674, 534. 
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MS M/z (%) = 305 (12) [M+•], 169 (100) [M+•-C8H10NO], 120 (68) [C7H4O2+], 107 (23) 
[C7H7O+], 77 (17) [C6H5+] (Elektronenstoß-Ionisation). 
C16H16ClNO3 (305,76)   Ber.    C: 62,85      H: 5,27      N: 4,58 






















Zu einer Suspension von 3,0 g (10 mmol) 5-Chlor-N-[2-(4-hydroxyphenyl)ethyl]-2-
methoxybenzamid (3.2.1) in 12 ml Dichlormethan (6053.1, Fa. Roth) wurde unter Rühren 
2,2 g (14,3 mmol) POCl3 (79580, Fa. Fluka) und 1,2 g (12,2 mmol) Triethylamin (47,128-3, 
Fa. Aldrich) in 1 ml Dichlormethan gegeben. Die Mischung wurde vorsichtig unter Rückfluss 
für etwa 30 Minuten zum Sieden gebracht. Anschließend wurde 1 Stunde bei Raumtempera-
tur nachgerührt. Die Reaktionsmischung wurde 2-mal mit 10 ml Wasser gewaschen, danach 
wurde das Dichlormethan im Vakuum abgezogen. Der entstandene braune Feststoff wurde 
säulenchromatographisch gereinigt, dazu diente eine mit Kieselgel (7734, Fa. Merck) gefüllte 
Säule (Maße 3,5 x 40 cm). Als Fließmittel wurde eine Mischung aus Chloro-
form/Methanol/Wasser (13/8/2) verwendet. Man erhielt als Produkt 0,85 g (22 %) glänzend 
weiße Kristalle mit dem Schmelzpunkt 197 °C. (Synthese modifiziert nach KING und NICHOL-
SON, 1939; TIETZE und EICHER, 1981) 
 
1H-NMR (DMSO-d6, 400 MHz): δ = 1,15 (t; J = 7,26; 2H; 2 x OH, Austausch mit D2O), 2,79 
(t; J = 7,13 Hz; 2H; C1’-H2), 3,52 (sext; J = 7,11 Hz, J = 5,61 Hz; 2H; C2’-H2), 3,80 (s; 3H; 
OCH3), 7,10 (d; J = 8,08 Hz; 2H; C3-H, C5-H), 7,15 (d; J = 8,94 Hz; 1H; C3’’-H), 7,23 (d, J 
= 8,46 Hz; 2H; C2-H, C6-H), 7,50 (dd; J = 2,82 Hz, J = 8,87 Hz; 1H; C4’’-H), 7,67 (d; J = 
2,79 Hz; 1H; C6’’-H), 8,27 (t; J = 5,55 Hz; 1H; NH; Austausch mit D2O). 
13C-NMR (DMSO-d6, 100 MHz): δ = 34,30 (C1’), 41,06 (C2’), 56,52 (OCH3), 114,43 (C3’’), 
120,28 (C3, C5), 124,64 (C1’’ oder C5’’), 124,65 (C1’’ oder C5’’), 129,84 (C6’’), 129,90 
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(C2, C6), 131,96 (C4’’), 135,02 (C4), 150,27 (C1), 156,01 (C2’’), 163,92 (C=O). 
31P-NMR (DMSO-d6, 81 MHz): δ = -5,15 (P). 
IR (KBr): ύ (cm-1) = 3376, 2959, 2847, 2737-2672 (breit), 2298, 1621, 1590, 1545, 1510, 
1482, 1225, 1035, 992, 804, 645, 533. 
MS M/z (%) = 384 (19) [(M-H)-], 386 (2) [(M+H)+] (Fast Atom Bombardment, Matrix: 2-
Nitrobenzylalkohol). 
C16H17ClNO6P (385,74)   Ber.    C: 49,82      H: 4,44      N: 3,63 
      Gef.    C: 49,85      H: 4,41      N: 3,47 
 
3.2.3 Verwendete Geräte  
Schmelzpunkte: Schmelzpunkte wurden mit einem Linströmgerät (SPA-1, Fa. Bühler) be-
stimmt und sind nicht korrigiert. 
IR-Spektren: Die IR-Spektren wurden mit dem Gerät ATI Mattsson Genesis Series FTIRTM 
Rev. I (Institut für Pharmazeutische Chemie der TU Braunschweig) aufgenommen. 
1H-NMR-Spektren: Zur Aufnahme von Protonenresonanzspektren wurde das Gerät Bruker 
DRX 400 (400,13 MHz, NMR-Laboratorium der Chemischen Institute der TU Braunschweig) 
verwendet. Die chemischen Verschiebungen sind in [ppm]-Einheiten der δ-Skala angegeben. 
Als interner Standard diente DMSO-d6 (δ = 2,49) (29,614-7, Fa. Aldrich). Zur Kennzeichnung 
der Multiplizität der Signale werden folgende Abkürzungen verwendet: s = Singulett, d = 
Dublett, t = Triplett und sext = Sextett. Die Kopplungskonstanten J sind in Hertz [Hz] ange-
geben. OH- und NH-Protonen wurden durch H/D-Austausch mit D2O nachgewiesen. 
13C-NMR-Spektren: Die Aufnahme der 13C-Spektren erfolgte mit dem Spektrometer Bruker 
DRX400 (100,61 MHz, NMR-Laboratorien der Chemischen Institute der TU Braunschweig ). 
Die chemischen Verschiebungen sind in [ppm]-Einheiten der δ-Skala angegeben. Als interner 
Standard diente DMSO-d6 (δ = 39,7) (29,614-7, Fa. Aldrich). Die Multiplizitäten der 13C-
Signale wurden durch DEPT-Messungen belegt. 
31P-NMR-Spektren: Die Aufnahme der 31P-Spektren erfolgte mit dem Spektrometer Bruker 
DRX 400 (81 MHz, NMR-Laboratorien der Chemischen Institute der TU Braunschweig ). 
Die chemischen Verschiebungen sind in [ppm]-Einheiten der δ-Skala angegeben. 
Massenspektren: Die Massenspektren wurden mit dem Spektrometer Finnigan MAT 8400 
(Institut für Organische Chemie der TU Braunschweig) aufgenommen. 
Elementaranalysen: Elementaranalysen wurden mit dem Modell C-H-N-O Elementar Analy-
zer 1106 Carlo Erba (Institut für Pharmazeutische Chemie der TU Braunschweig) durchge-
führt. 
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3.3 Zellkultur und Transfektion von COS1-Zellen sowie Membranpräparation 
3.3.1 Kultivierung, Passagierung und Kryokonservierung von COS1−Zellen  
3.3.1.1 Lösungen und Medien für die Zellkultur 
A) Penicillin/Streptomycin−Stammlösung (20.000 IE/ml bzw. 20.000 µg/ml) 
1,2 g Penicillin G−Natrium (A 321−42, Fa. Biochrom) und 2,0 g Streptomycinsulfat (A 
331−26, Fa. Biochrom) wurden in 100 ml 0,9 % Natriumchlorid−Lösung gelöst und bei 
-20 °C gelagert. 
 
B) Dulbecco Modifiziertes Eagle Medium (DMEM) + 10 % FCS 
13,5 g DMEM−Trockenmedium (T 043−10, Fa. Biochrom) sowie 2,2 g Natriumhydrogencar-
bonat (p.a., 6329, Fa. Merck; Endkonzentration 26 mM) wurden in ca. 800 ml bidest. Wasser 
gelöst. 5 ml der Penicillin/Streptomycin−Stammlösung (Endkonzentration 100 IE/ml bzw. 
100 µg/ml) wurden dazugegeben und die Lösung mit 1 N HCl bzw. 1 N NaOH auf pH 7,15 
eingestellt. Das Volumen wurde mit bidest. Wasser auf 1000 ml abgeglichen. Die Lösung 
wurde anschließend unter Verwendung eines Edelstahl−Vakuum−Filtrationsgeräts (SM 16268 
107500, Fa. Sartorius) mit Vorfilter (13400−130 K, Fa. Sartorius) und Hauptfilter (0,2 µm; 
11307−142, Fa. Sartorius) sterilfiltriert. Das Medium wurde bei 4 °C bis zu 8 Wochen gela-
gert. Unmittelbar vor dem Gebrauch wurden 100 ml fötales Kälberserum (FCS; sterilfiltriert, 
Fa. Kraeber; 30 min bei 56 °C hitzeinaktiviert) zugegeben und das fertige Medium im Was-
serbad auf 37 °C gebracht. 
 
C) Einfriermedium (DMEM + 20 % FCS) 
Unter der Reinraumwerkbank wurden 12 ml DMEM (+ NaHCO3 und Penicillin/Strepto-
mycin, 3.3.1.1 B) mit 3 ml FCS versetzt. 
 
D) DMSO−Lösung (Einfriermedium + 10 % DMSO) 
Unter der Reinraumwerkbank wurden 13,5 ml Einfriermedium (3.3.1.1 C) mit 1,5 ml au-
toklaviertem DMSO (p.a., 1.02952, Fa. Merck) versetzt. 
 
E) Trypsin/EDTA−Lösung 
100 ml Trypsin/EDTA−Lösung (0,5 %/0,2 % in PBS (10x) ohne Ca2+ und Mg2+; L−2153, Fa. 
Biochrom) wurden unter einer Reinraumwerkbank mit 900 ml sterilem bidest. Wasser ver-
mischt, in Röhrchen à 50 ml (Fa. Sarstedt) abgefüllt und bei –20 °C gelagert. 
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F) Phosphatpuffer (CMF−PBS) 
8,0 g Natriumchlorid (p.a., 1.06404, Fa. Merck), 0,2 g Kaliumchlorid (p.a., 1.04936, Fa. 
Merck), 1,15 g wasserfreies Dinatriumhydrogenphosphat (p.a., 1.06586, Fa. Merck) und 0,2 g 
Kaliumdihydrogenphosphat (p.a., 4873, Fa. Merck) wurden in 900 ml bidest. Wasser gelöst, 
die Lösung mit 1 N NaOH oder 1 N HCl auf pH 7,3 abgeglichen und ad 1000 ml mit bidest. 
Wasser aufgefüllt. Die fertige Lösung wurde in Aliquoten autoklaviert. 
 
3.3.1.2 Kultivierung von COS1−Zellen 
COS1−Zellen (CV−1, Origin of SV40; GLUZMAN, 1981) sind Derivate einer mit SV40−Viren 
(Simian Virus) infizierten permanenten Nierenzelllinie der afrikanischen grünen Meerkatze 
(CV−1). Die als Monolayer wachsenden Zelllinien wurden bei 37 °C und 5 % CO2 in 
DMEM−Medium mit 10 % FCS (3.3.1.1 B) kultiviert und im Abstand von 3 − 4 Tagen pass-
agiert.  
 
3.3.1.3 Umsetzen der Zellen (Passagieren) 
Nach Absaugen des Kulturmediums aus den Petrischalen wurden die Zellen vorsichtig je 
zweimal mit 8 ml CMF−PBS (3.3.1.1 F) gespült. Jeweils 3 ml Trypsin/EDTA−Lösung 
(3.3.1.1 E) wurden zugesetzt und die Petrischalen zwei bis fünf Minuten im Brutschrank bei 
37 °C inkubiert. Das Abdauen der Zellen wurde durch Zugabe von 6 ml frischem Kulturme-
dium (DMEM+10 % FCS, 3.3.1.1 B) gestoppt. Durch leichtes Aufklopfen der Petrischalen 
auf die Arbeitsfläche wurden die letzten noch am Boden haftenden Zellen abgelöst. Die Zell-
suspension aus jeweils einer Petrischale wurde in ein steriles Zentrifugenröhrchen (Fa. Sar-
stedt) überführt und durch Zentrifugation (5 min bei 100 g und 4 °C, Heraeus Megafuge 1.0R, 
Rotor 2705, 900 Upm) sedimentiert. Nach Absaugen des Überstandes und Bestimmung der 
Zellzahl wurden die Zellsedimente in jeweils 10 ml Kulturmedium resuspendiert und im Ver-
hältnis 1 : 3 bis 1 : 5 so auf frische Petrischalen verteilt, dass sich ca. 500.000 Zellen pro 
Schale ergaben. 
 
3.3.1.4 Kryokonservierung von COS1−Zellen 
Zur Kryokonservierung wurden die Zellen einer dicht bewachsenen Kulturschale wie unter 
3.3.1.3 beschrieben abgedaut und sedimentiert. Anschließend wurden sie in 1,5 ml vorgekühl-
tem Einfriermedium (4 °C, 3.3.1.1 C) resuspendiert und mit 1,5 ml 10 %iger DMSO−Lösung 
(4 °C, 3.3.1.1 D) versetzt. Je 1,5 ml dieser Suspension wurden in ein autoklaviertes Kryoröhr-
chen pipettiert. Die Kryoröhrchen wurden in eine mit 100 % Isopropanol (p.a., 59301, Fa. 
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Fluka) gefüllte Einfrierbox (Mr. Frosty, NA5100−0001, Fa. Nunc) gestellt und nach einer 
Equilibrierungszeit von ca. 30 min für mindestens 4 Stunden bei -70 °C gelagert. Anschlie-
ßend wurden sie tiefgefroren in flüssigem Stickstoff (–196 °C) aufbewahrt.  
 
3.3.2 Transformation und Plasmidpräparation 
3.3.2.1 Lösungen für die Transformation und Plasmidpräparation 
A) Glucoselösung (1 M, steril) 
19,82 g Glucose−Monohydrat (1.08342, Fa. Merck) wurden in 90 ml bidest. Wasser gelöst, 
auf 100 ml mit bidest. Wasser aufgefüllt und anschließend sterilfiltriert. Die Sterilfiltration 
erfolgte unter Verwendung des Spritzenvorsatzes Filtropur S 0,2 (Porengröße 0,2 µm, 
83.1826.001, Fa. Sarstedt). 
 
B) Kaliumchlorid−Stammlösung (0,25 M) 
1,86 g Kaliumchlorid (p.a., 4936, Fa. Merck) wurden in 100 ml bidest. Wasser gelöst. Die 
Lösung wurde mit 1 N KOH auf pH 7,0 eingestellt und autoklaviert. 
 
C) Luria−Bertani−Medium (LB−Medium) 
10 g Select Pepton 140 (30392−021, Fa. Gibco), 5 g Hefeextrakt (30393−029, Fa. Gibco) und 
10 g Natriumchlorid (p.a., 1.06404, Fa. Merck) wurden in 950 ml bidest. Wasser gelöst, die 




20 g Select Pepton 140 (30392−021, Fa. Gibco), 5 g Hefeextrakt (30393−029, Fa. Gibco) und 
0,5 g Natriumchlorid (p.a., 1.06404, Fa. Merck) wurden in 950 ml bidest. Wasser gelöst, 
10 ml 0,25 M Kaliumchlorid−Lösung (3.3.2.1 B) zugesetzt, die Lösung mit 5 N NaOH auf 
pH 7,0 eingestellt, ad 1000 ml aufgefüllt und anschließend autoklaviert. 
 
E) SOC−Medium 
SOB−Medium (3.3.2.1 D) wurde nach dem Autoklavieren auf ca. 60 °C abgekühlt. Unter der 
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F) Ampicillin−Stammlösung (50 mg/ml) 
1 g Ampicillin (835 242, Fa. Roche) wurde in 20 ml bidest. Wasser gelöst, sterilfiltriert und 
bei –20 °C vor Licht geschützt gelagert. Die Sterilfiltration erfolgte unter Verwendung eines 
Spritzenvorsatzes wie unter 3.3.2.1 A beschrieben. 
 
G) LB−Agarplatten mit 100 µg/ml Ampicillin 
15 g Agar−Agar (5210.1, Fa. Roth) wurden zu 1 l LB−Medium (3.3.2.1 C) gegeben und das 
Medium anschließend autoklaviert. Nachdem das Medium auf ca. 50 °C abgekühlt war, wur-
den 2 ml der Ampicillin−Stammlösung (3.3.2.1 F) zugesetzt und die Platten unter der Rein-
raumwerkbank gegossen (ca. 30 ml pro 94 mm Petrischale). Die Platten wurden bis zur Ver-
wendung bei 4 °C gelagert. 
 
H) Medium A zur Herstellung transformationskompetenter Bakterien 
0,493 g Magnesiumsulfat (p.a., 5886, Fa. Merck) und 0,4 g Glucose−Monohydrat (1.08342, 
Fa. Merck) wurden in 200 ml LB−Medium (3.3.2.1 C) gelöst und die Lösung anschließend 
unter Verwendung eines Spritzenvorsatzes wie unter 3.3.2.1 A beschrieben sterilfiltriert. 
 
I) Medium B zur Herstellung transformationskompetenter Bakterien 
36 ml Glycerin (wasserfrei, reinst; 4093, Fa. Merck), 12 g Polyethylenglycol 8.000 (P−2139, 
Fa. Sigma) und 0,296 g Magnesiumsulfat (p.a., 5886, Fa. Merck) wurden in 100 ml 
LB−Medium (3.3.2.1 C) gelöst und die Lösung anschließend durch einen Spritzenvorsatz (s. 
3.3.2.1 A) sterilfiltriert. 
 
J) Resuspensionspuffer für die Plasmidpräparation 
6,066 g Tris (100 840, Fa. Paesel + Lorei) und 3,722 g Ethylendiamintetraessigsäure (EDTA; 
1.08418, Fa. Merck) wurden in 800 ml sterilem bidest. Wasser gelöst, der pH−Wert mit 1 N 
HCl auf pH 8,0 eingestellt und ad 1000 ml mit sterilem bidest. Wasser aufgefüllt. In 100 ml 
dieser Lösung wurden 10 mg RNAse A (19101, Fa. Qiagen) gelöst. Der Resuspensionspuffer 
konnte 6 Monate bei 4 °C gelagert werden. 
 
K) Lysispuffer für die Plasmidpräparation 
8 g NaOH (6462, Fa. Merck) und 10 g Natriumdodecylsulfat (Spezialqualität, Nr. 1028 693, 
Fa. Roche) wurden in 1000 ml sterilem bidest. Wasser gelöst. 
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L) Neutralisationspuffer für die Plasmidpräparation 
294,42 g Kaliumacetat (für die Molekularbiologie, 1.04830, Fa. Merck) wurden in 500 ml 
sterilem bidest. Wasser gelöst, der pH−Wert mit Eisessig auf 5,5 abgeglichen und mit sterilem 
bidest. Wasser ad 1000 ml aufgefüllt. 
 
M) Equilibrierpuffer für die Plasmidpräparation 
43,83 g Natriumchlorid (1.06404, Fa. Merck) und 10,46 g 4−Morpholinpropansulfonsäure 
(MOPS; 6979.2, Fa. Roth) wurden in 700 ml sterilem bidest. Wasser gelöst und der pH−Wert 
mit 1 N NaOH auf 7,0 eingestellt. Nach Zugabe von 156,25 ml technischem Ethanol und 
1,5 ml Triton X−100 (789 704, Fa. Roche) wurde mit sterilem bidest. Wasser ad 1000 ml auf-
gefüllt. 
 
N) Waschpuffer für die Plasmidpräparation 
58,44 g Natriumchlorid (1.06404, Fa. Merck) und 20,92 g 4−Morpholinpropansulfonsäure 
(MOPS; 6979.2, Fa. Roth) wurden in 1500 ml sterilem bidest. Wasser gelöst und der 
pH−Wert mit 1 N NaOH auf 7,0 eingestellt. Nach Zugabe von 312,5 ml technischem Ethanol 
wurde mit sterilem bidest. Wasser ad 2000 ml aufgefüllt. 
 
O) Elutionspuffer für die Plasmidpräparation 
73,05 g Natriumchlorid (1.06404, Fa. Merck) und 6,066 g Tris (100 840, Fa. Paesel + Lorei) 
wurden in 800 ml sterilem bidest. Wasser gelöst und der pH−Wert mit 1 N HCl auf 8,5 einge-
stellt. Nach Zugabe von 156,25 ml technischem Ethanol wurde mit sterilem bidest. Wasser ad 
1000 ml aufgefüllt. 
 
P) Tris/EDTA−Puffer 
1,21 g Tris (100 840, Fa. Paesel + Lorei) und 372,2 mg EDTA (1.08418, Fa. Merck) wurden 
in 800 ml bidest. Wasser gelöst, der pH−Wert mit 1 N HCl auf 8,0 eingestellt und mit bidest. 
Wasser ad 1000 ml aufgefüllt. Anschließend wurde der Puffer in Portionen zu 100 ml aliquo-
tiert und autoklaviert. 
 
3.3.2.2 Herstellung transformationskompetenter Bakterien 
Die Herstellung transformationskompetenter Zellen erfolgte unter Verwendung von Polyeth-
ylenglykol (PEG−Methode). 5 ml LB−Medium (3.3.2.1 C) wurden mit E. coli−Zellen (Epicu-
rian Coli XL1-Blue) beimpft und über Nacht bei 37 °C im Schüttelinkubator (Innova 4300, 
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Fa. New Brunswick Scientific) kultiviert. Am nächsten Morgen wurden 50 ml Medium A 
(3.3.2.1 H) mit 500 µl der Übernachtkultur beimpft und bei 37 °C im Schüttelinkubator kulti-
viert bis die optische Dichte bei λ = 578 nm 0,55 betrug (Spektralphotometer Uvikon 932, Fa. 
Kontron Instruments). Anschließend wurde die Bakteriensuspension in ein Zentrifugenröhr-
chen überführt, 10 min auf Eis inkubiert und 10 min bei 4 °C und 1500 g zentrifugiert (Kühl-
zentrifuge GR 2022 mit Rotor AG 290.9, Fa. Jouan; 2900 Upm). Das Sediment wurde in 
500 µl eiskaltem Medium A (3.3.2.1 H) resuspendiert. Nach Zusatz von 2,5 ml Medium B 
(3.3.2.1 I) wurde vorsichtig gemischt und die Bakteriensuspension à 100 µl aliquotiert. Die 
kompetenten Zellen wurden bei –70 °C eingefroren und bis zu einem Jahr gelagert. 
 
3.3.2.3 Durchführung der Transformation 
100 µl kompetente Zellen (s. 3.3.2.2) wurden in ein steriles Reaktionsgefäß pipettiert. Nach 
Zugabe von 2 µl der Plasmid−DNA−Lösung (50 µg/ml) wurde der Ansatz vorsichtig ge-
schwenkt und zunächst 30 min in ein Eisbad gestellt. Anschließend wurde die Lösung in ei-
nem Wasserbad exakt 90 s bei 42 °C inkubiert. Danach wurde der Ansatz sofort 1 bis 2 min 
im Eisbad abgekühlt. Nach Zugabe von 900 µl SOC−Medium (3.3.2.1 E) wurden die Zellen 
eine Stunde bei 37 °C im Wasserbad gehalten. Anschließend wurde die Lösung auf eine 
LB−Agarplatte (3.3.2.1 G) ausgestrichen. Die Platten wurden einige Stunden bei Raumtempe-
ratur unter der Reinraumwerkbank stehen gelassen und dann über Nacht bei 37 °C inkubiert 
(Begasungsbrutschrank BB6220, Fa. Heraeus Instruments). Am nächsten Tag wurde eine der 
über Nacht gewachsenen Bakterienkolonien in 10 ml LB−Medium (3.3.2.1 C) überführt, dem 
zuvor 20 µl Ampicillin−Stammlösung (3.3.2.1 F) zugesetzt worden waren. Diese Bakterien-
suspension wurde über Nacht im Schüttelinkubator bei 37 °C kultiviert. 
 
3.3.2.4 Plasmidpräparation 
Am folgenden Tag wurden die Bakterien abzentrifugiert (Jouan Kühlzentrifuge GR 2022, 
Rotor AG 100.18, 6000 g, 4 °C, 15 min). Das Pellet wurde in 4 ml Resuspensionspuffer 
(3.3.2.1 J) resuspendiert. Nach Zugabe von 4 ml Lysispuffer (3.3.2.1 K) wurde vorsichtig 
durchmischt und 5 min bei Raumtemperatur inkubiert. Anschließend wurden 4 ml Neutralisa-
tionspuffer (3.3.2.1 L) zugesetzt, sofort vorsichtig vermischt und die Suspension 15 min unter 
Eiskühlung inkubiert. Nach Zentrifugation des Bakterienlysats (Jouan Kühlzentrifuge GR 
2022, Rotor AG 16.20, 30.000 g, 4 °C, 30 min) wurde sofort der Überstand abgenommen und 
auf eine zuvor mit 4 ml Equilibrierpuffer (3.3.2.1 M) equilibrierte Säule (Qiagen−tip20, 
10023, Fa. Qiagen) aufgegeben. Anschließend wurde die Säule zweimal mit 10 ml Waschpuf-
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fer (3.3.2.1 N) gewaschen und die Plasmid−DNA mit 5 ml Elutionspuffer (3.3.2.1 O) in ein 
steriles Gefäß eluiert. Nachdem die DNA mit 3,5 ml Isopropanol bei Raumtemperatur gefällt 
und abzentrifugiert wurde (Jouan Kühlzentrifuge GR 2022, Rotor AG 16.20, 25.000 g, 4 °C, 
30 min), wurde das DNA−Präzipitat zweimal mit 70 % Ethanol gewaschen, erneut zentrifu-




3.3.3.1 Lösungen  
A) Diethylaminoethyl−Dextran−Stammlösung (50 mg/ml) 
500 mg Diethylaminoethyl−Dextran (DEAE−Dextran, D-9885, Fa. Sigma) wurden in 10 ml 
bidest. Wasser gelöst und autoklaviert.  
 
B) TBS−Puffer (Tris Buffered Saline) 
Lösung A: 80 g Natriumchlorid (p.a., 1.06404, Fa. Merck), 3,8 g Kaliumchlorid (p.a., 4936, 
Fa. Merck), 2,0 g wasserfreies Dinatriumhydrogenphosphat (p.a., 1.06586, Fa. Merck) und 
30 g Tris (100 840, Fa. Paesel + Lorei) wurden in 900 ml bidest. Wasser gelöst, mit 1 N Na-
OH auf pH 7,5 eingestellt und mit bidest. Wasser ad 1 l aufgefüllt. 
 
Lösung B: 1,5 g Calciumchlorid (2382, Fa. Merck) und 1,0 g Magnesiumchlorid (5833, Fa. 
Merck) wurden in 100 ml bidest. Wasser gelöst. 
Beide Lösungen wurden bei 4 °C gelagert. 
 
Zur Herstellung des TBS−Puffers wurden 100 ml Lösung A mit 890 ml bidest. Wasser ver-
mischt und anschließend 10 ml Lösung B tropfenweise unter Rühren zugegeben. Die Lösung 
wurde wie unter 3.3.1.1 B beschrieben sterilfiltriert und bei 4 °C aufbewahrt.  
 
C) HBSS−Puffer (Hepes Buffered Saline Solution) 
8 g Natriumchlorid (p.a., 1.06404, Fa. Merck), 0,37 g Kaliumchlorid (p.a., 4936, Fa. Merck), 
107,7 mg wasserfreies Dinatriumhydrogenphosphat (p.a., 1.06586, Fa. Merck) und 5 g 
HEPES (242 608, Fa. Roche) wurden in 900 ml bidest. Wasser gelöst, mit 1 N NaOH auf 
pH 7,05 eingestellt und mit bidest. Wasser ad 1 l aufgefüllt. Anschließend wurde die Lösung 
wie unter 3.3.1.1 B beschrieben sterilfiltriert und bei 4 °C gelagert. 
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D) 10 % FCS in TBS  
3,6 ml TBS (3.3.3.1 B) wurden mit 0,4 ml sterilfiltriertem fötalem Kälberserum unter der 
Reinraumwerkbank gemischt. Die Lösung wurde jeweils frisch hergestellt. 
 
E) 10 % DMSO in HBSS  
Pro Platte wurden 4,5 ml HBSS (3.3.3.1 C) mit 0,5 ml autoklaviertem DMSO (p.a., 1.02952, 
Fa. Merck) unter der Reinraumwerkbank gemischt. Die Lösung wurde jeweils frisch herge-
stellt. 
 
F) Trispuffer pH 7,4 (1 M) 
36,3 g Tris (100 840, Fa. Paesel + Lorei) wurden in 200 ml bidest. Wasser gelöst, mit HCl 
37 % auf pH 7,4 eingestellt, mit bidest. Wasser ad 300 ml aufgefüllt und autoklaviert. 
 
G) Natriumchlorid−Lösung (5 M) 
2,92 g Natriumchlorid (p.a., 1.06404, Fa. Merck) wurden in 10 ml bidest. Wasser gelöst und 
die Lösung anschließend autoklaviert. 
 
H) Chloroquin−Stammlösung  
51,6 mg Chloroquin (C-6628, Fa. Sigma) wurden in 9,22 ml bidest. Wasser gelöst und mit 
0,5 ml 1 M Trispuffer (3.3.3.1 F) pH 7,4 und 0,28 ml 5 M Natriumchlorid−Lösung (3.3.3.1. 
G) vermischt. Anschließend wurde diese Lösung wie unter 3.3.1.1 B beschrieben sterilfiltriert 
und in Aliquoten bei –20 °C und vor Licht geschützt gelagert. 
 
I) DMEM ohne FCS 
Die unter 3.3.1.1 B beschriebene Lösung wurde ohne FCS−Zusatz weiter verwendet. 
 
J) DMEM/100 µM Chloroquin/ 2 % FCS−Medium 
Pro Platte wurden 200 µl FCS, 100 µl Chloroquin−Stammlösung (3.3.3.1 H) und 9,7 ml 
DMEM−Medium ohne FCS (3.3.3.1 I) gemischt. Die Lösung wurde jeweils unter der Rein-
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3.3.3.2 Transfektion mittels DEAE−Dextran−Methode 
Die transiente Transfektion der COS1−Zellen (3.3.1.2) wurde mit einer modifizierten 
DEAE−Dextran−Methode durchgeführt. 24 Stunden vor der Transfektion wurden 500.000 
COS−Zellen für die Bindungsexperimente bzw. 200.000 COS−Zellen für 
Patch−Clamp−Experimente in 94 mm−Petrischalen in Kulturmedium (3.3.1.1 B) ausgesät. 
Am folgenden Tag wurde die Transfektion wie folgt durchgeführt: Für Bindungsexperimente 
wurden 20 µg SUR−Plasmid ad 60 µl mit TBS (3.3.3.1 B) ergänzt, für Patch−Clamp− Expe-
rimente wurden 20 µg SUR−Plasmid mit 20 µg KIR6.2−Plasmid gemischt und mit TBS 
(3.3.3.1 B) ad 60 µl ergänzt. Dem Gemisch wurde DEAE−Dextran (3.3.3.1 A, 83,6 µl ad 
120 µl TBS) zugesetzt, die Ansätze wurden sorgfältig gemischt und bei Raumtemperatur 
30 min inkubiert. Während dieser Inkubationszeit wurde die unter 3.3.3.1 D beschriebene 
FCS/TBS−Lösung hergestellt und die Zellen zweimal mit je 8 ml HBSS (3.3.3.1 C) gewa-
schen. Dann wurde das DNA/DEAE−Dextran−Gemisch mit 4 ml der frisch hergestellten 
FCS−Lösung in TBS verdünnt, vorsichtig durchmischt und auf die gewaschenen Zellen pipet-
tiert. Danach wurden die Platten vier Stunden im Brutschrank bei 37 °C und 5 % CO2 (Bega-
sungsbrutschrank BB6220, Fa. Heraeus Instruments) inkubiert. Während dieser Zeit wurden 
die DMSO−Lösung in HBSS (3.3.3.1 E) und das Chloroquin−Medium (3.3.3.1 H) angesetzt. 
Das Chloroquin−Medium wurde vor Licht geschützt und beide Lösungen auf 37 °C vortem-
periert. Anschließend wurde die DNA/DEAE−Dextran−Lösung abgesaugt und die vortempe-
rierte DMSO−Lösung (5 ml, 3.3.3.1 E) auf die Zellen pipettiert. Nach genau zweiminütiger 
Inkubation bei Raumtemperatur wurde die Lösung abgesaugt und das Chloroquin−Medium 
zugesetzt. Die Platten wurden dann vier Stunden bei 37 °C und 5 % CO2 inkubiert. Danach 
wurde das Medium abgesaugt, die Zellen zweimal mit 8 ml HBSS (3.3.3.1 C) gewaschen und 
12 ml Kulturmedium (3.3.1.1 B) zugesetzt. Nach 48 – 72 Stunden konnten die Zellen für 
Patch−Clamp−Experimente verwendet werden. Die Transfektion der COS1−Zellen für die 
Bindungsexperimente (s. 3.4) erfolgte in der gleichen Weise. Die Herstellung der Membran-
präparationen (s. 3.3.4.2) erfolgte dann nach 72 Stunden. 
 
3.3.3.3 Histologische Lac Z−Färbung 
Zur Kontrolle der Transfektionseffizienz diente die histologische Lac Z−Färbung. Bei jeder 
Transfektion wurde eine Petrischale mit β−Galactosidase−Plasmid transfiziert. Dieses Enzym 
setzt die farblose Verbindung X−Gal (5−Brom−4−chlor−3−indoxyl−β−D−galactosid) zu ei-
nem blauen Farbstoff um. 
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3.3.3.3.1 Lösungen für die histologische Lac Z−Färbung 
A) X−Gal (10 mg/ml) 
500 mg X−Gal (2315.3, Fa. Roth) wurden unter dem Abzug in 50 ml Dimethylformamid (z. 
Synthese, 625.1, Fa. Roth) gelöst und bei –20 °C dunkel gelagert. 
 
B) Magnesiumchlorid (2 M) 
40,66 g Magnesiumchlorid (p.a., 1.05833, Fa. Merck, MG 203,31) wurden ad 100 ml in bi-
dest. Wasser gelöst. 
 
C) Kaliumferrocyanat (0,5 M) 
1056 mg Kaliumferrocyanat (P−9387, Fa. Sigma, MG 422,4) wurden ad 5 ml in bidest. Was-
ser gelöst und bei 4 °C dunkel gelagert. 
 
D) Kaliumferricyanat (0,5 M) 
823 mg Kaliumferricyanat (P−8131, Fa. Sigma, MG 329,2) wurden ad 5 ml in bidest. Wasser 
gelöst und bei 4 °C dunkel gelagert. 
 
E) 0,2 % Triton X−100 in CMF−PBS 
200 µl Triton X−100 (789 704, Fa. Roche) wurden ad 100 ml in CMF−PBS (3.3.1.1 F) gelöst. 
 
F) 3 % Paraformaldehyd in CMF−PBS 
10 ml CMF−PBS (3.3.1.1 F, 10x; L−2153, Fa. Biochrom) wurden in 800 ml bidest. Wasser 
gegeben und der Ansatz auf 60 °C erwärmt. 3 g Paraformaldehyd (1.04005, Fa. Merck) wur-
den unter dem Abzug abgewogen und dem Ansatz zugefügt, der pH mit 10 N NaOH auf 7,4 
eingestellt und der Ansatz unter dem Abzug bis zur Lösung gerührt. Anschließend wurde die 
Lösung filtriert und in Aliquoten bei –20 °C eingefroren. 
 
G) Färbelösung 
Die Färbelösung wurde immer frisch angesetzt. 100 µl Kaliumferrocyanat (3.3.3.3.1 C), 
100 µl Kaliumferricyanat (3.3.3.3.1 D), 1 ml X−Gal (3.3.3.3.1 A) und 10 µl 2 M MgCl2 








48 Stunden nach der Transfektion wurden die Zellen zweimal mit CMF−PBS (3.3.1.1 F) ge-
waschen und mit 5 ml 3 % Paraformaldehyd in CMF−PBS (3.3.3.3.1 F) versehen. Nach 
10 min Inkubationszeit bei Raumtemperatur wurden die Zellen erneut zweimal mit 
CMF−PBS (3.3.1.1 F) gewaschen. Dann wurden 5 ml 0,2 % Triton X−100 in CMF−PBS 
(3.3.3.3.1 E) auf die Zellen gegeben und alles 5 min bei Raumtemperatur inkubiert. Anschlie-
ßend wurden die Zellen viermal mit CMF−PBS (3.3.1.1 F) gewaschen und die Färbelösung 
(3.3.3.3.1 G) zugegeben. Nach 24 Stunden Inkubation bei 37 °C in der Dunkelheit wurden die 
Zellen zweimal mit CMF−PBS (3.3.1.1 F) gewaschen und das Resultat ausgewertet. 
 
3.3.3.3.3 Auswertung der Färbung 
Die Auswertung der Färbung erfolgte unter dem Mikroskop. Transfizierte Zellen erscheinen 
nach der Färbung blau. Die Transfektionseffizienz wurde ermittelt als der Anteil der blau ge-
färbten Zellen an der gesamten Zellmenge. 
 
3.3.4 Membranpräparation 
3.3.4.1 Lösungen für die Membranpräparation 
A) Phosphat−Spülpuffer (NaCl  137 mM,  KCl  2,7 mM,  Na2HPO4  6,5  mM,  MgCl2 0,5  mM, 
     CaCl2 0,7 mM) 
12 g Natriumchlorid (p.a., 1.06404, Fa. Merck), 300 mg Kaliumchlorid (p.a., 4936, Fa. 
Merck), 1,725 g wasserfreies Dinatriumhydrogenphosphat (p.a., 1.06586, Fa. Merck), 150 mg 
Magnesiumchlorid (5833, Fa. Merck) und 150 mg Calciumchlorid (2382, Fa. Merck) wurden 
in 1 l bidest. Wasser gelöst. Der pH−Wert wurde mit 1 N HCl auf 7,4 eingestellt und das Vo-
lumen mit bidest. Wasser ad 1,5 l aufgefüllt. 
 
B) Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF 100 mM) 
Unmittelbar vor dem Gebrauch wurden 8,71 mg PMSF (P−7626, Fa. Sigma) in 500 µl 99,9 % 
Ethanol gelöst. 
 
C) Lysemedium (Tris 5 mM, PMSF 0,1 mM, pH 8,0) 
60,5 mg Tris (100 840, Fa. Paesel + Lorei) wurden in 90 ml bidest. Wasser gelöst. 100 µl 
100 mM PMSF−Lösung (3.3.4.1 B) wurden hinzugegeben und der pH−Wert mit 1 N HCl auf 
8,0 eingestellt. Das Volumen wurde mit bidest. Wasser ad 100 ml aufgefüllt. 
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D) Homogenisationsmedium (Tris 50 mM, PMSF 0,1 mM, pH 7,4) 
303 mg Tris (100 840, Fa. Paesel + Lorei) wurden in 40 ml bidest. Wasser gelöst. 50 µl 
100 mM PMSF−Lösung (3.3.4.1 B) wurden hinzugegeben und der pH−Wert mit 1 N HCl auf 
7,4 eingestellt. Das Volumen wurde mit bidest. Wasser ad 50 ml aufgefüllt. 
 
E) Trispuffer (5 mM) 
60,5 mg Tris (100 840, Fa. Paesel + Lorei) wurden in 90 ml bidest. Wasser gelöst und der 
pH−Wert mit 1 N HCl auf 7,4 eingestellt. Das Volumen wurde mit bidest. Wasser ad 100 ml 
aufgefüllt. 
 
3.3.4.2 Präparation von Membranen aus COS1−Zellen 
72 Stunden nach der Transfektion (3.3.3.2) wurde das Kulturmedium aus den Kulturschalen 
entfernt und der Zellrasen mit 5 ml Phosphat−Spülpuffer (3.3.4.1 A) gespült. Anschließend 
wurden die Zellen nach Zusatz von 3 ml Phosphat−Spülpuffer (3.3.4.1 A) mit einem Gummi-
schaber vom Boden abgelöst. Die Zellsuspension wurde in Spitzbodenröhrchen überführt und 
die Kulturschalen wurden zweimal mit 2 ml Spülpuffer nachgespült. Anschließend wurden 
die Zellen 5 min bei 100 g sedimentiert (4 °C, Heraeus Megafuge 1.0R, Rotor 2705, 
900 Upm). Die sedimentierten Zellen wurden in jeweils 500 µl kaltem Lysemedium (4 °C, 
3.3.4.1 C) resuspendiert, in einen 1 ml−Glashomogenisator (Nr. 19, Kontes Glass Co, Fa. Vi-
nelind, NJ, USA) überführt und auf Eis gestellt. Die Zellsuspension wurde 30 min auf Eis 
inkubiert, um die Zellen in dem hypotonen Medium platzen zu lassen. Anschließend wurde 
die Suspension unter Eiskühlung mit 40 Hüben (Teflonpistill) bei 500 Upm mechanisch ho-
mogenisiert. Zur Sedimentation der Zellfragmente wurde dieses Homogenat 30 min bei 4 °C 
und 38.000 g zentrifugiert (Kühlzentrifuge GR 2022, Rotor 2.20, Fa. Jouan). Das Sediment 
wurde in je 100 µl kaltem Homogenisationspuffer (3.3.4.1 D) resuspendiert, unter Verwen-
dung eines Glashomogenisators rehomogenisiert und erneut sedimentiert (1 h, 38.000 g, wie 
oben). Dieses zweite Sediment („Membranen“) wurde in jeweils 60 µl kaltem 5 mM Trispuf-
fer (3.3.4.1 E) resuspendiert. Nach Rehomogenisation mit dem Glashomogenisator (s.o.) wur-
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3.3.5 Proteinbestimmung  
(abgewandelt nach Sigma, Methode No. TPRO−562) 
 
3.3.5.1 Lösungen für die Proteinbestimmung 
Für die Proteinbestimmung wurden folgende Lösungen verwendet: 
Reagenz A:  Bicinchoninic acid−Lösung (B−9643,  Fa. Sigma) 
Reagenz B:  4 % (w/v) Kupfer−II−sulfatpentahydrat (p.a., 2790, Fa. Merck) 
Lösung A:  5 ml Reagenz A und 0,1 ml Reagenz B gut vermischen 
Proteinstandard: 1 mg/ml Bovines Serum Albumin (11924, Fa. Serva) 
 
3.3.5.2 Durchführung der Proteinbestimmung 
Für die Eichreihe wurde der Proteinstandard (3.3.5.1) so verdünnt, dass die Lösungen 0, 200, 
400, 600, 800 und 1000 µg BSA/ml enthielten. Die Bestimmung des Proteingehalts erfolgte 
in einer Mikrotiterplatte (82.1581, Fa. Sarstedt). Pro Inkubationsansatz wurden zu 200 µl Lö-
sung A (3.3.5.1) 10 µl verdünnte Proteinstandardlösung bzw. Probelösung gegeben und 
30 min bei 37 °C unter Schütteln inkubiert (Inkubator SLT IS 2.10, Fa. SLT). Anschließend 
wurden die Proben 5 min bei Raumtemperatur stehen gelassen und die Absorption bei λ = 
550 nm in einem Mikrotiterplatten-Lesegerät (SLT 340 ATTC, Fa. SLT) bestimmt. Die Aus-
wertung erfolgte mit Hilfe des „Easy−Fit“−Programms (Version 5.47, Fa. SLT). 
 
3.4 Bindungsexperimente an Membranen von COS1-Zellen 
3.4.1 Lösungen für die Bindungsexperimente 
A) Standardpuffer A (Tris−HCl 200 mM) 
24,23 g Tris (100 840, Fa. Paesel + Lorei) wurden in 900 ml bidest. Wasser gelöst. Der pH –
Wert wurde mit HCl 37 % auf 7,40 eingestellt. Das Volumen wurde mit bidest. Wasser ad 1 l 
aufgefüllt. Der Puffer wurde bis zu einer Woche bei 4 °C gelagert. 
 
B) Standardpuffer B (Tris-HCl 50 mM) 
60,66 g Tris (100 840, Fa. Paesel + Lorei) wurden in 9 l bidest. Wasser gelöst. Der pH –Wert 
wurde mit HCl 37 % auf 7,40 eingestellt. Das Volumen wurde mit bidest. Wasser ad 10 l auf-
gefüllt. Der Puffer wurde bis zu einer Woche bei 4 °C gelagert. 
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C) [3H]Glibenclamid−Stammlösung (3 nM; 51,4 Ci/mmol; radiochemische Reinheit > 99 %) 
4 µl [3H]Glibenclamid (250 µCi/250 µl, NET 1024, Fa. Dupont) wurden mit 40 ml Standard-
puffer B (3.4.1 B) vermischt. Die Konzentration von [3H]Glibenclamid wurde durch Flüssig-
keitsszintillationszählung kontrolliert und korrigiert, wenn die Abweichung vom Sollwert 
(33840 dpm/100 µl) größer als 5 % war. 
 
D) [3H]P1075−Stammlösung (30 nM; 121 Ci/mmol; radiochemische Reinheit > 99 %) 
360 µl [3H]P1075 (250 µCi/5000 µl, TRK949, Fa. AEA Technology) wurden mit 4640 µl 
Standardpuffer B (3.4.1 B) vermischt. Die Konzentration von [3H]P1075 wurde durch Flüs-
sigkeitsszintillationszählung kontrolliert und korrigiert, wenn die Abweichung vom Sollwert 
(79920 dpm/10 µl) größer als 5 % war. 
 
E) MgATP-Lösung (1mM) 
0,73 mg ATP (519987, Fa. Roche) wurden in 1200 µl 1 M MgCl2-Lösung gelöst. 
 
F) Magnesiumchlorid-Lösung (10 mM) 
101,6 mg Magnesiumchlorid (1.05833, Fa. Merck) wurden in 50 ml Standardpuffer B 
(3.4.1 B) gelöst. 
 
G) Glibenclamid-Stammlösung (1 mM) 
4,94 mg Glibenclamid (Fa. Aventis) wurden unter Rühren in 10 ml 50 mM NaOH über Nacht 
bei 37 °C gelöst. 
 
H) Glibenclamid-Lösung (1 µM) 
Die Glibenclamid-Lösung wurde durch 1:1000 Verdünnung der Glibenclamid-Stammlösung 
(3.4.1 G) mit Standardpuffer B (3.4.1 B) hergestellt. 
 
I) Pinacidil-Lösung (1 mM) 
5,26 mg Pinacidil-Monohydrat (Fa. Leo Pharmaceutical Products) wurden in 1 ml 25 mM 
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3.4.2 Stammlösungen der eingesetzten Testsubstanzen 
Von jedem verdrängenden Liganden wurde eine Stammlösung in einem geeigneten Lösungs-
mittel (s. unten) angesetzt, aus der durch stufenweise Verdünnung mit Standardpuffer A 
(3.4.1 A) die jeweils benötigten verdünnten Lösungen hergestellt wurden. Die eingesetzten 
Endkonzentrationen der Testsubstanzen sind im Ergebnisteil angegeben. 
Die Testsubstanzen wurden an Membranen von COS1-Zellen, die SUR1, SUR2A oder 
SUR2B exprimierten, untersucht. Die in dieser Auflistung mit einem (*) gekennzeichneten 
Verbindungen wurden nur an Membranen mit SUR1 oder SUR2A getestet. 
 
A) 5-Chlor-N-[2-(4-hydroxyphenyl)ethyl]-2-methoxybenzamid (1 mM) 
3,06 mg 5-Chlor-N-[2-(4-hydroxyphenyl)ethyl]-2-methoxybenzamid (MG 305,76) wurden in 
100 µl DMSO gelöst. 20 µl dieser Lösung wurden unter Rühren tropfenweise zu 1980 µl 
50 mM NaOH gegeben. 
 
B) {4-[2-(5-Chlor-2-methoxybenzamido)ethyl]phenyl}phosphat (10 mM) 
3,86 mg {4-[2-(5-Chlor-2-methoxybenzamido)ethyl]phenyl}phosphat (MG 385,74) wurden in 
1 ml 50 mM NaOH gelöst. 
 
C) Repaglinid (AG-EE 623 ZW) (1 mM) 
1,13 mg Repaglinid (AG-EE 623 ZW; Fa. Boehringer Ingelheim, MG 452,60) wurden unter 
zweistündigem Rühren bei 37 °C in 2,5 ml 50 mM NaOH gelöst. 
 
D) AG-EE 624 ZW (1mM)*  
1,13 mg AG-EE 624 ZW ((-)-2-Ethoxy-4-{2-[[3-methyl-1-[2-(1-piperidinyl) phenyl] butyl] 
amino]-2-oxoethyl}-benzoesäure; Fa. Boehringer Ingelheim, MG 452,60) wurden unter zwei-
stündigem Rühren bei 37 °C in 2,5 ml 50 mM NaOH gelöst. 
 
E) AG-EE 319 ZW (1 mM) 
0,986 mg AG-EE 319 ZW ((+)-4-{2-[[1-[2-(1-Piperidinyl)phenyl]butyl]amino]-2-oxoethyl}-
benzoesäure; Fa. Boehringer Ingelheim, MG 394,52) wurden unter zweistündigem Rühren bei 
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F) AG-EE 436 ZW (1 mM) 
0,986 mg AG-EE 436 ZW ((-)-4-{2-[[1-[2-(1-Piperidinyl)phenyl]butyl]amino]-2-oxoethyl}-
benzoesäure; Fa. Boehringer Ingelheim, MG 394,52) wurden unter zweistündigem Rühren bei 
37 °C in 2,5 ml 50 mM NaOH gelöst.  
 
G) AG-DD 1461 ZW (1 mM) 
0,88 mg AG-DD 1461 ZW (4-{2-[[[2-(1-Piperidinyl)phenyl]methyl]amino]-2-oxoethyl}-
benzoesäure; Fa. Boehringer Ingelheim, MG 352,43) wurden unter zweistündigem Rühren bei 
37 °C in 2,5 ml 50 mM NaOH gelöst. 
 
H) HMR 1402 (1 mM) 
1,076 mg HMR 1402 (1-{[5-[2-(5-Chlor-2-methoxybenzamido)ethyl]-2,4-dimethoxyphenyl] 
sulfonyl}-3-methylthioharnstoff; Fa. Aventis, MG 538,02) wurden in 2 ml bidest. Wasser 
gelöst. 
 
I) S 920707 (1 mM) 
0,911 mg S 920707 (1-{[5-[2-(5-Chlor-2-methoxybenzamido)-ethyl]-2- methoxyphenyl] sul-
fonyl}-3-methylharnstoff; Fa. Aventis, MG 455,5) wurden in 2 ml 10 mM NaOH gelöst. 
 
J) S 981639 (1 mM) 
1,119 mg S 981639 (1-{3-(2,4-Dimethoxyphenyl)-N-[2-(4-(2-methoxyethoxy)-3-sulfamoyl-
phenyl)ethyl]acrylamoyl}-3-methylthioharnstoff; Fa. Aventis, MG 559,64) wurden in 2 ml 
bidest. Wasser gelöst. 
 
K) S 951729 (1 mM)* 
0,996 mg S 951729 ((+)-N- {[4- [(5- Chlor-2- methoxybenzamido) methyl] -7- methoxy -6-
chromanyl]sulfonyl}-N-methylharnstoff; Fa. Aventis, MG 49796) wurden in 2 ml 10 mM 
NaOH gelöst. 
 
L) S 951957 (1 mM) 
0,996 mg S 951957 ((-)-N- {[4- [(5- Chlor-2- methoxybenzamido) methyl] -7- methoxy -6-
chromanyl]sulfonyl}-N-methylharnstoff; Fa. Aventis, MG 497,96) wurden in 2 ml 10 mM 
NaOH gelöst. 
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3.4.3 Vorbereitung der Membranen 
Ein Aliquot der bei –196 °C aufbewahrten Membranen (s. 3.3.4.2) wurde bei Raumtemperatur 
aufgetaut, in Standardpuffer A (3.4.1 A) resuspendiert, in ein 0,5 ml Reagiergefäß überführt 
und 8−10 mal für je eine Sekunde unter Eiskühlung extern beschallt (Sonifier B−12, Fa. 
Branson Sonic Power Company; output control: Stufe 7, duty cycle 25 %, nicht gepulst; Aus-
rüstung: Standard−Resonator). Die Membransuspension wurde mit Standardpuffer A 
(3.4.1 A) auf das benötigte Volumen verdünnt. 
 
3.4.4 Gleichgewichts-Bindungsexperimente 
3.4.4.1 Prinzip des Filtrationsassays 
Die Vakuumfiltration durch Glasfaserfilter ist ein verbreitetes Verfahren zur Trennung von 
freiem und gebundenem Liganden bei Radioligand-Bindungsstudien (BENNETT, 1978; REPKE 
und LIEBMANN, 1987). Der Radioligand−Rezeptor−Komplex ist während der Vakuumfiltrati-
on allerdings über einen kurzen Zeitraum einem radioligandfreien Waschpuffer (3.4.1 B) aus-
gesetzt, so dass bei höherer Dissoziationsgeschwindigkeit des Komplexes die Gefahr besteht, 
falsch zu niedrige Werte für den rezeptorgebundenen Radioliganden zu erhalten. Daher wird 
dieses Verfahren nur für solche Radioligand−Rezeptor−Komplexe empfohlen, deren Disso-
ziationskonstanten im unteren nanomolaren Bereich liegen (REPKE und LIEBMANN, 1987). 
Da die Affinitäten der Sufonylharnstoffe und Analoga zu den SUR2-Isoformen für ei-
ne direkte Bestimmung mit Hilfe des Filtrationsassays zu niedrig sind (hohe Dissoziations-
geschwindigkeit des Ligand-Rezeptor-Komplexes während des Filterwaschens), wurde eine 
indirekte Bestimmung der Rezeptorbindung durch Verdrängung von markiertem P1075 
durchgeführt. Aus den gemessenen IC50-Werten wurden die Dissoziationskonstanten nach 
CHENG und PRUSOFF (1973) errechnet (s. 3.6.3), weil eine negativ allosterische Kopplung 
zwischen den Bindungsstellen für Sulfonylharnstoffe einerseits und für P1075 andererseits 
angenommen werden kann (SCHWANSTECHER et al., 1998; HAMBROCK et al., 1998). 
 
3.4.4.2 Inkubationen  
A) Bindung von [3H]Glibenclamid an SUR1 
Das Inkubationsmedium (1 ml) enthielt Standardpuffer A (3.4.1 A) in einer Endkonzentration 
von 180 mM. Die [3H]Glibenclamid-Konzentration im Inkubationsmedium betrug 0,3 nM. 
Die Endkonzentrationen der zugesetzten Testsubstanzen wurden durch Zusatz von Aliquoten 
der Stammlösungen (s. 3.4.2) zum Inkubationsmedium eingestellt. Mikrosomales Protein 
wurde in einer Endkonzentration von etwa 5 µg/ml zugesetzt. Die unspezifische Bindung     
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(2 ± 0,2 %, N = 20) wurde bestimmt durch parallele Inkubation von Ansätzen, die zusätzlich 
100 nM nicht−markiertes Glibenclamid (3.4.1 H) enthielten. Die spezifische Bindung wurde 
durch Subtraktion der unspezifischen Bindung von der Gesamtbindung ermittelt. Die Inkuba-
tionen wurden in 2 ml−Reagiergefäßen ohne Deckel (Fa. Sarstedt) bei Raumtemperatur 
durchgeführt. Gestartet wurden die Inkubationen durch Zugabe von mikrosomalem Protein. 
Die Inkubationen wurden nach 60 min durch Filtration beendet. 
 
B) Bindung von [3H]P1075 an SUR2A oder SUR2B 
Das Inkubationsmedium (500 µl) enthielt Standardpuffer A (3.4.1 A) in einer Endkonzentra-
tion von 140 mM. Die [3H]P1075-Konzentration im Inkubationsmedium betrug 3 nM, außer-
dem waren 100 µM MgATP (3.4.1 E) und 1 mM MgCl2 (3.4.1 F) enthalten. Die Endkonzent-
rationen der zugesetzten Testsubstanzen wurden durch Zusatz von Aliquoten der Stammlö-
sungen (s. 3.4.2) zum Inkubationsmedium eingestellt. Mikrosomales Protein wurde in einer 
Endkonzentration von etwa 30-70 µg/ml zugesetzt. Die unspezifische Bindung (13 ± 0,9 % 
bei Bindung an SUR2A, N = 20 bzw. 9 ± 0,5 % bei Bindung an SUR2B, N = 20) wurde be-
stimmt durch parallele Inkubation von Ansätzen, die zusätzlich 100 µM nicht−markiertes Pi-
nacidil (3.4.1 I) enthielten. Die spezifische Bindung wurde durch Subtraktion der unspezifi-
schen Bindung von der Gesamtbindung bestimmt. Die Inkubationen erfolgten in 1,5 
ml−Reagiergefäßen ohne Deckel (Fa. Sarstedt) bei Raumtemperatur. Gestartet wurden die 
Inkubationen durch Zugabe von mikrosomalem Protein. Die Inkubationen wurden nach 60 
min durch Filtration beendet. 
 
3.4.5 Filtration und Szintillationszählung 
Die Filtrationsapparatur bestand aus einer 2 l−Saugflasche mit einem Membranfilteraufsatz 
für Filter mit einem Durchmesser von 25 mm. Die Saugflasche war an eine Vakuumpumpe 
(Fa. Vacuubrand) angeschlossen. Es wurden Glasfaserfilter (Whatman GF/B, 25 mm Durch-
messer) benutzt, die vor Verwendung 15 min bei 4 °C in Standardpuffer B (3.4.1 B) eingelegt 
wurden. Das Inkubationsgemisch eines Ansatzes (1 ml bzw. 500 µl) wurde auf das Filter pi-
pettiert und das Filter anschließend dreimal mit je 4 ml auf 4 °C gekühltem Standardpuffer B 
(3.4.1 B) gespült. Nach dem Spülvorgang wurde das Filter in ein Zählgefäß (Mini Vial C, Fa. 
Roth) überführt. Der [3H]−Gehalt der Filter wurde nach Zusatz von 4 ml Szintillationsflüssig-
keit (Lumasafe Plus, Fa. Lumac ∗ LSC B.V., Niederlande) und Äquilibrierung (24 h, Raum-
temperatur) in einem Flüssigkeitsszintillationszähler (Tri−Carb 2100 TR, Fa. Canberra− Pa-
ckard) ermittelt. 
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3.5 Elektrophysiologische Registrierung 
3.5.1 Basislösungen 
A) Pipettenlösung (2,6 mM CaCl2, 10 mM HEPES, 146 mM KCl, 1,2 mM MgCl2) 
38,23 mg Calciumchlorid (2382, Fa. Merck), 238,3 mg HEPES (242608, Fa. Roche), 1,09 g 
Kaliumchlorid (1.04935, Fa. Merck) und 24,4 mg Magnesiumchlorid (1.05833, Fa. Merck) 
wurden in 100 ml bidest. Wasser gelöst, der pH-Wert der Lösung mit 2N KOH auf 7,40 ein-
gestellt und die Lösung maximal drei Monate bei 4 °C aufbewahrt. 
 
B) Intrazelluläre Lösung (IZ; 140 mM KCl, 1 mM MgCl2, 2 mM CaCl2, 10 mM EGTA, 5 mM 
    HEPES) 
20,88 g Kaliumchlorid (1.04935, Fa. Merck), 406,6 mg Magnesiumchlorid (1.05833, Fa. 
Merck), 588,1 mg Calciumchlorid (2382, Fa. Merck), 7,61 g EGTA (E-4378, Fa. Sigma) und 
2,38 g HEPES (242608, Fa. Roche) wurden in 2 l bidest. Wasser gelöst. Der pH-Wert wurde 
mit 2N KOH auf 7,30 eingestellt und die Lösung bis zu einer Woche bei 4 °C aufbewahrt. Die 
freie Mg2+-Konzentration wurde bei 0,7 mM gehalten. Die zur Einstellung der Endkonzentra-
tion erforderliche Menge an Magnesiumchlorid wurde mit Hilfe eines Computerprogrammes 
errechnet (FABIATO, 1988) und mit einer 1M MgCl2-Stammlösung entsprechend eingestellt. 
 
3.5.2 Lösungen der eingesetzten Nukleotide 
A) ATP-Lösung (1 mM) 
30,25 mg ATP (519987, Fa. Roche) und 8,14 mg Magnesiumchlorid (1.05833, Fa. Merck) 
wurden in 50 ml IZ (3.5.1 B) gelöst. 
 
B) ADP-Lösung (0,3 mM) 
22,56 mg ADP (1413374, Fa. Roche) wurden in 150 ml IZ (3.5.1 B) gelöst. 
 
3.5.3 Stammlösungen der eingesetzten Testsubstanzen 
Von den Testsubstanzen wurde eine Stammlösung in einem geeigneten Lösungsmittel (s. un-
ten) angesetzt, aus der durch stufenweise Verdünnung mit IZ (3.5.1 B), die zusätzlich 0,3 mM 
ADP (3.5.2 B) enthielt, die jeweils benötigten verdünnten Lösungen täglich frisch hergestellt 
wurden. Die eingesetzten Endkonzentrationen der Testsubstanzen sind im Ergebnisteil ange-
geben. Bei allen Lösungen wurde der pH-Wert mit 2 N KOH auf 7,30 eingestellt. 
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A) {4-[2-(5-Chlor-2-methoxybenzamido)ethyl]phenyl}phosphat (10 mM) 
3,86 mg {4-[2-(5-Chlor-2-methoxybenzamido)ethyl]phenyl}phosphat (MG 385,74) wurden in 
1 ml 50 mM KOH gelöst. 
 
B) AG-EE 319 ZW (1 mM) 
0,986 mg AG-EE 319 ZW ((+)-4-{2-[[1-[2-(1-Piperidinyl)phenyl]butyl]amino]-2-oxoethyl}-
benzoesäure; Fa. Boehringer Ingelheim, MG 394,52) wurden unter zweistündigem Rühren bei 
37 °C in 2,5 ml 50 mM KOH gelöst. 
 
3.5.4 Patch-Clamp-Technik in der Inside-out-Konfiguration 
Die Inside-out-Konfiguration der Patch-Clamp-Technik (HAMILL et al., 1981) wurde zur Auf-
zeichnung der Ströme durch SUR1/KIR6.2-Kanäle benutzt. Die Experimente an COS1-Zellen 
erfolgten bei Raumtemperatur (20-22 °C) in 35 mm Petrischalen unter Verwendung eines 
inversen Mikroskopes (IM 35, Fa. Zeiss). Die Pipetten wurden aus Borosilikatglas (2 mm 
Außendurchmesser, 0,3 mm Wandstärke) mit Hilfe eines vertikalen Pipettenziehgerätes 
(Patch Pipetten Puller PA-10, Fa. E.S.F. electronic) hergestellt und an der Spitze hitzepoliert, 
indem sie für 20 Sekunden vor einen mit Glas überzogenen und erhitzten Platin-Iridium-Draht 
gehalten wurden. Die verwendeten Pipetten besaßen an der Spitze einen Durchmesser von 
etwa 1 µm, die Widerstände der Pipetten lagen nach der Füllung mit der Pipettenlösung bei 6-
9 MΩ. Die Pipettenspitze wurde mit Hilfe eines Mikromanipulators nahe an die Zelloberflä-
che herangeführt, wobei eine leichte Erhöhung des Pipettenwiderstandes eine geringe Entfer-
nung zur Zelloberfläche anzeigte. Durch vorsichtiges Ansaugen eines Membranstückes an die 
Pipettenöffnung und anschließendes Anlegen eines Pipettenpotentials von –20 mV wurde das 
Membranstück elektrisch von der Umgebung und ihrem Hintergrundrauschen isoliert. Dabei 
konnten Abdichtungswiderstände zwischen Pipette und Zellmembran im Gigaohm-Bereich 
erzielt werden (Gigaseal). Nach Bildung eines Gigaseals befand sich das Präparat in der Cell-
attached-Konfiguration. Zur Erzeugung eines Inside-out-Patches wurde die Pipette langsam 
von der Zelle zurückgezogen, wodurch ein Membranstück von der Zelle gelöst wurde, ohne 
dass sich die Größe des Sealwiderstandes merklich veränderte. Um die Stabilität der Memb-
ran zu gewährleisten, wurde das zur Erzeugung des Gigaseals notwendige Pipettenpotential 
von –20 mV auf +50 mV eingestellt. Die so erhaltene Inside-out-Konfiguration war dadurch 
gekennzeichnet, dass die zytoplasmatische Oberfläche des Membranpatches der Badseite (in-
trazelluläre Lösung) zugewandt war, während die Membranaußenseite zum Pipetteninneren 
wies. Somit stellten Ströme positiv geladener Ionen in die Zelle hinein Einwärtsströme dar, 
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die in allen Registrierungen als negative (abwärts) Auslenkung angegeben wurden. 
 
3.5.5 Versuchsablauf 
Als Versuchszellen dienten COS1-Zellen, die SUR1/KIR6.2 exprimierten. Die Versuche fan-
den in Gegenwart von 0,3 mM ADP (3.5.2 B) statt. Zunächst wurden alle KATP-Kanäle durch 
Applikation von 1 mM ATP-Lösung (3.5.2 A) geschlossen. Das Ersetzen von ATP durch 
0,3 mM ADP führte zur Öffnung der Kanäle. In diesem Stadium wurde zusätzlich zu 0,3 mM 
ADP die kanalschließende Testsubstanz zugegeben. Dieser Testphase folgte eine Kontroll-
phase, in der wieder nur 0,3 mM ADP an den Patch gegeben wurde. Der Versuch wurde ab-
geschlossen durch eine erneute Applikation von 1 mM ATP an den Patch, um die Kanäle 
wieder zu schließen.  
 
3.5.6 Auswertung 
Die Registrierungen wurden unter Verwendung eines L/M-EPC7 Patch-Clamp-Verstärkers 
(Fa. List Electronic) durchgeführt. Die Stromsignale wurden bei 2 kHz mit einem 4-Pol Bes-
selfilter (LPBF-48DG, npi) Tiefpass gefiltert, mit einem A/D-Wandler digitalisiert (VR-10B, 
Fa. Instrutech, New York, USA) und auf einem Videoband gespeichert. Zur Auswertung 
wurden diese Daten mit 10 kHz unter Einsatz eines Axolab 1200 Adapters (Fa. Axon Instru-
ments, Foster City, USA) digitalisiert und mit einem Analyseprogramm (pCLAMP 6.0, Fa. 
Axon Instruments, Foster City, USA) ausgewertet. 
In Experimenten, in denen mehr als fünf KATP-Kanäle gleichzeitig geöffnet waren, 
wurde der Effekt von 1 mM ATP (KATP-Kanäle geschlossen) registriert. Unter Verwendung 
von pCLAMP 6.0 (Axon Instruments, USA) wurde dann der mittlere KATP−Strom gemessen, 
und zwar während der letzten Minute der Kontrollphasen (in Anwesenheit von 0,3 mM ADP) 
vor und nach Testsubstanz-Applikation und nach Einstellung eines neuen Gleichgewichts in 
Gegenwart der Testsubstanz. Die relative KATP-Kanal-Aktivität errechnete sich aus den ge-
messenen Stromflüssen in [pA] wie folgt:  
 
][ [ ]
[ ] [ ] 100*pA ATP-pA ADP
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3.6 Datenauswertung von Bindungs- und Patch-Clamp-Experimenten 
3.6.1 Statistik 
Die Ergebnisse sind angegeben als arithmetische Mittelwerte ± SEM für N unabhängige Ex-
perimente unter Verwendung unabhängiger Membranpräparationen für die Bindungsexperi-
mente. Signifikanzen wurden unter Verwendung des zweiseitigen U−Tests von Wilcoxon und 
von Mann und Whitney berechnet (WALLENSTEIN et al., 1980). P < 0,05 wurde als signifikant 
gewertet. 
 
3.6.2 Konzentrations-Bindungs- und Konzentrations-Wirkungs-Beziehungen 
Folgende Funktion wurde zur Analyse der Beziehung zwischen Substanzkonzentration und 














y ist die spezifische Bindung oder relative KATP-Kanal-Aktivität, a der Maximalwert der spe-
zifischen Bindung oder relativen Kanal-Aktivität, EC50 die halbmaximal−wirksame Substanz-
konzentration, x die freie Substanzkonzentration, n der Steigungsparameter (Hill−Koeffizient) 
und b der Minimalwert der spezifischen Bindung oder der relativen Kanal-Aktivität.  
 
3.6.3 Dissoziationskonstanten 
Die Dissoziationskonstanten (KD) für die Bindung an den Sulfonylharnstoff-Rezeptor wurden 


















aus den halbmaximal−inhibitorischen Konzentrationen (IC50) berechnet. 
KD ist die Dissoziationskonstante der verdrängenden Substanz, X(R) die Konzentration und 





4.1 Insulinsekretion isolierter Maus-Pankreasinseln 
4.1.1 Steigerung der Insulinsekretion durch Glucose 
Die bekannt starke Insulin-freisetzende Wirkung von Glucose diente als Kontrollstimulus zur 
Charakterisierung der verwendeten Versuchsanordnung. Die Stimulation einer biphasischen 
Insulinsekretion durch Glucose wurde schon 1968 beschrieben (CURRY et al.). Eine Erhöhung 
der Glucosekonzentration von 10 mM auf 40 mM bewirkte eine initiale Steigerung der Sekre-
tionsrate von 100 % (Minute 58) auf 850 % nach 6 Minuten. In den folgenden 10 Minuten 
sank das Sekretionsniveau auf 780 %, um danach eine langanhaltende Plateauphase bei etwa 
1200 % (Minute 86-102) zu erreichen (Abb. 4.1). 
Auch die Zugabe einer maximal wirksamen Konzentration des Sulfonylharnstoffs 
Glipizid (2,7 µM, entsprechend einer freien Konzentration von 1,6 µM; PANTEN et al., 1989) 
zu mit 10 mM Glucose vorbehandelten Inseln bewirkte ein biphasisches Sekretionsmuster. 
5 Minuten nach Mediumwechsel erreichte die Sekretion den Spitzenwert von 920 % im Ver-
gleich zum Ausgangsniveau (100 % bei Minute 58) und fiel dann in den nächsten Minuten 
wieder ab auf Werte im Bereich von 650 % (Abb. 4.1). 
 
Abb. 4.1 Steigerung der 
Insulinsekretion isolierter 
Maus- Pankreasinseln 
durch Erhöhung der Glu-
cosekonzentration von 10 
mM auf 40 mM (z) oder 
durch Zugabe von 2,7 µM 
Glipizid zu 10 mM Gluco-
se ({) ab Minute 61. Bei 
Perifusionen mit Glipizid 
enthielt das Medium 10 
mM Glucose von Minute 
1-104. Dargestellt sind 
die Insulinsekretionsraten 
in Prozent in Abhängig-
keit von der Perifusions-
zeit in Minuten. Angege-
ben sind die Mittelwerte - 
SEM aus 4 Einzelexperi-
menten. Die Sekretionsra-
te der letzten Fraktion vor 
dem Umschalten auf das 
Testmedium (Minute 58) 
wurde auf 100 % gesetzt. 
Zeit ( min )






















Selbst wenn alle KATP-Kanäle durch 2,7 µM Glipizid schon geschlossen waren, be-
wirkte die Erhöhung der Glucosekonzentration von 10 mM auf 40 mM eine verstärkte Insu-
linsekretion (Abb. 4.2). Diese KATP-Kanal-unabhängige Insulinsekretion durch Glucose zeigte 
ein verändertes Sekretionsprofil. Die Sekretionsrate nahm in den ersten 3 Minuten nach Me-
diumwechsel auf 63 % ab und erhöhte sich dann nach weiteren 4 Minuten auf Werte im Be-
reich von 180-200 % . Der geringere Anstieg der Sekretionsrate in Gegenwart von Glipizid ist 
zum Teil darauf zurückzuführen, dass durch das Vorhandensein von 10 mM Glucose und 
2,7 µM Glipizid im Kontrollmedium schon vor der Erhöhung der Glucosekonzentration auf 
40 mM die Insulinsekretion etwa 4-mal so hoch war wie ohne Glipizid im Kontrollmedium 
(die mittleren absoluten Sekretionsraten lagen von Minute 42-58 bei durchschnittlich 96 bzw. 
26 pg Insulin/min•Insel, Abb. 4.3).  
 
Abb. 4.2 Insulinsekretion 
isolierter Maus-Pankreas-
inseln bei Perifusion mit 
10 mM Glucose und 2,7 
µM Glipizid von Minute 
1-104 (z) bzw. nach Zu-
gabe von 30 mM Glucose 
zu 10 mM Glucose und 
2,7 µM Glipizid ab Minu-
te 61 ({). Dargestellt sind 
die Insulinsekretionsraten 
in Prozent in Abhängig-
keit von der Perifusions-
zeit in Minuten. Angege-
ben sind die Mittelwerte – 
SEM aus 4 Einzelexperi-
menten. Die Sekretionsra-
te der letzten Fraktion vor 
dem Umschalten auf das 
Testmedium (Minute 58) 
wurde auf 100 % gesetzt. 
 
Die initiale Hemmung der Insulinsekretion durch eine Erhöhung der Glucosekonzent-
ration von 10 mM auf 40 mM fand nur statt in Gegenwart von Sulfonylharnstoffen wie Glipi-
zid und wurde schon früher beschrieben (PANTEN et al., 1988). Dieser Hemmeffekt wurde 
deutlich, wenn man den Verlauf der Sekretion mit dem Verlauf eines Kontrollversuchs ohne 
Zusatz von Testsubstanz verglich (Abb. 4.2): Bei diesem Kontrollversuch sah man eine konti-
nuierliche leichte Abnahme der Sekretion auf etwa 80 % (Minute 102) ab dem Zeitpunkt des 
Mediumwechsels (Sekretionsrate bei Minute 58 = 100 %). 
Zeit ( min )

























Abb. 4.3 Steigerung der 
Insulinsekretion isolierter 
Maus- Pankreasinseln 
durch Erhöhung der Glu-
cosekonzentration von 
10 mM auf 40 mM ab Mi-
nute 61, mit ({) und ohne 
(z) 2,7 µM Glipizid im 
Perifusionsmedium (Mi-
nute 1-104). Dargestellt 
sind die freigesetzten ab-
soluten Insulinsekretions-
raten in pg/min•Insel in 
Abhängigkeit von der Pe-
rifusionszeit in Minuten. 
Angegeben sind die Mit-





Abb. 4.4 zeigt, wie die KATP-Kanal-unabhängige Sekretionsantwort auf 40 mM Gluco-
se von der vorherigen Glucosekonzentration abhing. Inseln, die mit 10 mM Glucose perifun-
diert worden waren (Minute 1-60), reagierten auf die Erhöhung der Glucosekonzentration auf 
40 mM mit der oben beschriebenen Weise (Darstellung der relativen Sekretionsraten der ent-
sprechenden Experimente in Abb. 4.2). 
Enthielt das Kontrollmedium nur 3 mM Glucose, war die Insulinsekretion während der 
Kontrollphasen in jedem Einzelversuch niedriger als in Anwesenheit von 10 mM Glucose. 
Die mittleren absoluten Sekretionsraten lagen bei durchschnittlich 38 bzw. 96 pg Insu-
lin/min•Insel (Minute 42-58). Die relative Sekretionsrate war 5 Minuten nach Erhöhung der 
Glucosekonzentration auf 40 mM auf 172 % gesteigert (Sekretionsrate bei Minute 58 = 
100 %), aufgrund des niedrigeren Ausgangsniveaus wurde aber wesentlich weniger Insulin 
abgegeben als bei den Versuchen mit 10 mM Glucose in der Kontrollphase. Nach einer kurz-
zeitigen Abnahme der Sekretion (137 % bei Minute 70) erfolgte ein langsamer kontinuierli-
cher Anstieg der Sekretionsrate (280 % bei Minute 102), wobei die Absolutrate an freigesetz-
tem Insulin in jedem Einzelexperiment niedriger lag als bei Versuchen mit 10 mM Glucose in 
der Kontrollphase (im Mittel 78 bzw. 160 pg Insulin/min•Insel bei Minute 102, Abb. 4.4). 
War im Kontrollmedium keine Glucose enthalten, wurde vor dem Umschalten auf das 
Testmedium (Minute 42-58) im Mittel nur 21 pg Insulin/min•Insel sezerniert. 5 Minuten nach 
Zugabe von 40 mM Glucose war die Sekretionsrate auf 187 % erhöht (Sekretionsrate bei Mi-
Zeit ( min )































nute 58 = 100 %). Die abgegebenen Insulinmengen waren im Durchschnitt aber niedriger als 
bei den Versuchen mit 3 mM Glucose während der Kontrollphase. Die Sekretionsrate sank 
nach diesem anfänglichen Anstieg auf Werte nahe des Ausgangszustandes und stieg dann 
erneut langsam an (180 % bei Minute 102), wobei wiederum durchschnittlich deutlich weni-
ger Insulin (40 pg Insulin/min•Insel bei Minute 102) freigesetzt wurde als bei den Versuchen 
mit 3 mM Glucose im Kontrollmedium (78 pg Insulin/min•Insel bei Minute 102, Abb. 4.4). 
 




seln durch 40 mM Glucose 
in Abhängigkeit von der 
Glucosekonzentration im 
Kontrollmedium (Medium 
von Minute 1-60). Die 
Perifusionsmedien enthiel-
ten 2,7 µM Glipizid von 
Minute 1-104 und 40 mM 
Glucose ab Minute 61. 
Das Kontrollmedium ent-
hielt 0 (), 3 ({) oder 10 
mM (z) Glucose. Darge-
stellt sind die freigesetzten 
absoluten Insulinsekreti-
onsraten in pg/min• Insel 
in Abhängigkeit von der 
Perifusionszeit in Minuten. 
Angegeben sind die Mit-
telwerte + oder – SEM aus 
4-7 Einzelexperimenten. 
 
Um sicherzustellen, dass die eingesetzte Glipizid-Konzentration von 2,7 µM den 
KATP-Kanal vollkommen schloss, wurde die Glipizid-Konzentration während der Testphase 
auf 20 µM erhöht. Dies bewirkte keine Sekretionssteigerung, weder in Abwesenheit von Glu-
cose noch in Anwesenheit von 10 oder 40 mM Glucose im Perifusionsmedium (Abb. 4.5). 
Nach dem Mediumwechsel auf die hohe Glipizid-Konzentration beobachtete man eine lang-
same kontinuierliche Abnahme der Sekretion auf durchschnittlich etwa 70 % bei Minute 102 
(Sekretionsrate bei Minute 58 = 100 %). Die freigesetzten absoluten Insulinraten waren ab-
hängig vom Glucosegehalt der Perifusionsmedien: Enthielt das Medium 40 mM, 10 mM bzw. 
0 mM Glucose (Minute 1-104), so lagen die mittleren absoluten Sekretionsraten im Bereich 
von 175-330, 64-120 bzw. 9-18 pg Insulin/min•Insel (Minute 42-102).  
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Abb. 4.5 Insulinsekretion 
isolierter Maus-Pankreas-
inseln durch Erhöhung 
der Glipizid- Konzentra-
tion von 2,7 µM auf 20 
µM ab Minute 61. Das 
Perifusionsmedium ent-
hielt dabei 40 mM ({), 10 
mM (z) oder 0 mM () 
Glucose von Minute 1-
104. Dargestellt sind die 
freigesetzten absoluten 
Insulinsekretionsraten in 
pg/min• Insel in Abhän-
gigkeit von der Perifusi-
onszeit in Minuten. Ange-
geben sind die Mittelwer-
te – SEM (falls größer als 





4.1.2 Steigerung der Insulinsekretion durch α-Ketoisocapronat (KIC) 
Schon seit längerer Zeit ist α-Ketoisocapronsäure (KIC, Abb. 2.1) als ein die Insulinfreiset-
zung auslösender Nährstoff für die B-Zelle bekannt (PANTEN et al., 1972). Man nimmt an, 
dass durch die intramitochondriale Verstoffwechselung von KIC die ATP-Produktion der B-
Zelle erhöht wird. Dadurch kommt es zum Schließen der KATP-Kanäle bzw. zum Auslösen der 
Insulinsekretion (ASHCROFT et al., 1987). 
Wenn jedoch alle KATP-Kanäle durch maximal wirksame Sulfonylharnstoff-
Konzentrationen geschlossen sind, bewirkt KIC immer noch eine starke KATP-Kanal-
unabhängige Insulinsekretion (PANTEN et al., 1988). Abb. 4.6 zeigt die Konzentrationsabhän-
gigkeit dieses KIC-Effektes. Die Zugabe von 1 mM, 5 mM oder 20 mM KIC zu einem 
10 mM Glucose und 2,7 µM Glipizid enthaltenden Perifusionsmedium steigerte die Sekreti-
onsrate 10 Minuten nach dem Mediumwechsel auf 180, 280 bzw. 380 %. KIC übte also einen 
stärkeren KATP-Kanal-unabhängigen Effekt aus als Glucose, denn bereits 1 mM KIC war fast 
genauso wirksam wie eine maximal wirksame Glucosekonzentration von 40 mM (Steigerung 
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seln durch Zugabe von 
1 mM (), 5 mM ({) oder 
20 mM (z) KIC ab Minu-
te 61. Die Perifusionsme-
dien enthielten 10 mM 
Glucose und 2,7 µM Gli-
pizid von Minute 1-104. 
Dargestellt sind die Insu-
linsekretionsraten in Pro-
zent in Abhängigkeit von 
der Perifusionszeit in Mi-
nuten. Angegeben sind die 
Mittelwerte + oder – SEM 
aus 4 Einzelexperimenten. 
Die Sekretionsrate der 
letzten Fraktion vor dem 
Umschalten auf das Test-
medium (Minute 58) wur-
de auf 100 % gesetzt. 
 
Wie bei 40 mM Glucose als Sekretionsstimulus war auch die KATP-Kanal-unabhängige 
Wirkung von 20 mM KIC abhängig von der Glucosekonzentration in der Kontrollphase (Abb. 
4.7). Enthielt das Kontrollmedium neben 2,7 µM Glipizid 10 mM Glucose, so wurde die Sek-
retion 10 Minuten nach Zugabe von 20 mM KIC auf 380 % gesteigert (Darstellung der relati-
ven Sekretionsraten der entsprechenden Experimente in Abb. 4.6). Fehlte Glucose sowohl im 
Kontroll- als auch im Testmedium, so bewirkte 20 mM KIC eine Erhöhung der Sekretion auf 
560 % nach 6 Minuten (Abb. 4.12). Die mittleren absoluten Sekretionsraten lagen hier aller-
dings bei jedem Einzelversuch fast 4-mal niedriger als bei Anwesenheit von 10 mM Glucose 
im Medium (durchschnittlich 57 bzw. 207 pg Insulin/min•Insel von Minute 42-102, Abb. 4.7). 
Enthielt das Perifusionsmedium nicht 10 mM, sondern 40 mM Glucose, so führte 20 mM KIC 
nach 10 Minuten zu einer Sekretionssteigerung auf 175 %. Die im Vergleich zu Versuchen 
mit Anwesenheit von 10 mM Glucose geringere relative Sekretionssteigerung ist darauf zu-
rückzuführen, dass schon vor Zugabe von KIC ein 2,4fach erhöhtes Sekretionsniveau vorlag 
(von Minute 42-58 lagen die mittleren absoluten Sekretionsraten bei durchschnittlich 209 
bzw. 88 pg Insulin/min•Insel). Bei Applikation von KIC war die absolute Sekretionsrate in 
Anwesenheit von 40 mM Glucose kaum höher als bei Vorhandensein von 10 mM Glucose im 
Medium (von Minute 65-102 lagen die mittleren absoluten Sekretionsraten bei durchschnitt-
lich 304 bzw. 270 pg Insulin/min•Insel). 
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seln durch 20 mM KIC in 
Abhängigkeit von der Glu-
cosekonzentration im Me-
dium. Das Perifusionsme-
dium enthielt 2,7 µM Gli-
pizid und 0 (), 10 (z) 
oder 40 ({) mM Glucose 
von Minute 1-104. 20 mM 
KIC wurde ab Minute 61 
hinzugefügt. Dargestellt 
sind die freigesetzten ab-
soluten Insulinsekretions-
raten in pg/min•Insel in 
Abhängigkeit von der Pe-
rifusionszeit in Minuten. 
Angegeben sind die Mit-




KIC wird unter Verbrauch von Glutamat metabolisiert (ICHIHARA et al., 1975). Um si-
cherzugehen, dass sich der Verbrauch von Glutamat nicht limitierend auf die KIC-induzierte 
Insulinsekretion auswirkt, wurden auch Perifusionen mit 20 mM KIC in Gegenwart von 
10 mM Glutamin durchgeführt. Glutamin kann im Gegensatz zu Glutamat die B-
Zellmembran passieren und wird intrazellulär durch Glutaminase zu Glutamat desaminiert.  
In Anwesenheit von 10 mM Glutamin war die Insulinsekretion in der Kontrollphase 
etwa 45 % höher als ohne Glutamin (von Minute 42-58 lagen die mittleren absoluten 
Sekretionsraten bei durchschnittlich 128 bzw. 88 pg Insulin/min•Insel, Abb. 4.8). Durch Zu-
gabe von 20 mM KIC wurden sowohl mit als auch ohne Glutamin im Medium nach 10 Minu-
ten etwa 320 pg Insulin/min•Insel abgegeben (von Minute 65-102 lagen die mittleren 
absoluten Sekretionsraten bei durchschnittlich 283 bzw. 270 pg Insulin/min•Insel). Also 
führte das Vorhandensein von Glutamin nicht zu einer gesteigerten KIC-induzierten 
Insulinsekretion. Der Glutamat-Bestand der B-Zellen wirkte unter den gewählten 
Versuchsbedingungen daher offenbar nicht limitierend auf die durch KIC ausgelöste KATP-
Kanal-unabhängige Insulinsekretion.  
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inseln durch 20 mM KIC in 
Abhängigkeit von Gluta-
min. Von Minute 1-104 
enthielten die Perifusions-
medien 10 mM Glucose 
und 2,7 µM Glipizid. 20 
mM KIC wurde ab Minute 
61 zugefügt. Die Versuche 
fanden ohne Glutamin ({) 
oder in Gegenwart von 10 
mM Glutamin (z) statt 
(Minute 1-104). Darge-
stellt sind die freigesetzten 
absoluten Insulinsekreti-
onsraten in pg/min•Insel in 
Abhängigkeit von der Peri-
fusionszeit in Minuten. 
Angegeben sind die Mit-




Abb. 4.9 zeigt die Wirkung von Glutamin auf den KATP-Kanal-unabhängigen Effekt 
der Glucose. Auch bei diesen Versuchen war in Gegenwart von 10 mM Glutamin die Insulin-
sekretion in der Kontrollphase höher als ohne Glutamin (von Minute 42-58 lagen die mittle-
ren absoluten Sekretionsraten bei durchschnittlich 126 bzw. 96 pg Insulin/min•Insel). Durch 
Erhöhung der Glucosekonzentration von 10 mM auf 40 mM wurden sowohl mit als auch ohne 
Glutamin im Medium nach 10 Minuten etwa 175 pg Insulin/min•Insel freigesetzt (von Minute 
65-102 lagen die mittleren absoluten Sekretionsraten bei durchschnittlich 174 bzw. 162 pg 
Insulin/min•Insel). Wie bei KIC als Testsubstanz war also Glutamin auch nicht in der Lage, 
unter den gewählten Versuchsbedingungen die Glucose-induzierte KATP-Kanal-unabhängige 
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Abb. 4.9 KATP- Kanal-
unabhängige Steigerung 
der Insulinsekretion isolier-
ter Maus- Pankreasinseln 
durch 40 mM Glucose in 
Abhängigkeit von Gluta-
min. Von Minute 1-104 
enthielten die Perifusions-
medien 2,7 µM Glipizid. 
Die Glucosekonzentration 
wurde ab Minute 61 von 
10 mM auf 40 mM erhöht. 
Die Versuche fanden ohne 
({) oder in Gegenwart von 
10 mM Glutamin (z) statt 
(Minute 1-104). Dargestellt 
sind die freigesetzten abso-
luten Insulinsekretionsraten 
in pg/min•Insel in Abhän-
gigkeit von der Perifusios-
zeit in Minuten. Angegeben 
sind die Mittelwerte + oder 




Bei der Durchführung von entsprechenden Versuchen mit 1 mM KIC als Testsubstanz 
(Abb. 4.10) lag das Sekretionsniveau in der Kontrollphase bei Anwesenheit von 10 mM Glu-
tamin im Perifusionsmedium wesentlich höher (von Minute 42-58 lagen die mittleren absolu-
ten Sekretionsraten bei durchschnittlich 218 im Vergleich zu 93 pg Insulin/min•Insel ohne 
Glutamin) als in den entsprechenden Versuchen der Abb. 4.8 und 4.9. Dies lag möglicherwei-
se daran, dass in dieser Versuchsserie zufällig größere Pankreasinseln für die Perifusionen 
genutzt wurden. Durch das Zufügen von 1 mM KIC wurde die Insulinsekretion sowohl mit 
als auch ohne Glutamin nach 5 Minuten um 60 pg Insulin/min•Insel gesteigert. Auch bei die-
sen Versuchen konnte also durch Glutamin kein stärkerer oder länger anhaltender Anstieg der 
KIC-induzierten Sekretion verzeichnet werden. In Abb. 4.10 erscheint die Kurve mit Gluta-
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inseln durch 1 mM KIC in 
Abhängigkeit von Gluta-
min. Von Minute 1-104 
enthielten die Perifusi-
onsmedien 10 mM Gluco-
se und 2,7 µM Glipizid. 
1 mM KIC wurde ab Mi-
nute 61 zugefügt. Die Ver-
suche fanden ohne Gluta-
min ({) oder in Gegen-
wart von 10 mM Glutamin 
(z) statt (Minute 1-104). 
Dargestellt sind die frei-
gesetzten absoluten Insu-
linsekretionsraten in pg/ 
min• Insel in Abhängigkeit 
von der Perifusionszeit in 
Minuten. Angegeben sind 
die Mittelwerte - SEM aus 
4 Einzelexperimenten.  
 
4.1.3 Steigerung der Insulinsekretion durch α-Ketocapronat (KC) 
α-Ketocapronsäure (KC, Abb. 2.1) bewirkte eine ähnlich starke KATP-Kanal-unabhängige 
Insulinsekretion wie ihr Isomer, die α-Ketoisocapronsäure. Das Zufügen von 20 mM KC zu 
einem Perifusionsmedium mit 10 mM Glucose und 2,7 µM Glipizid führte nach 10 Minuten 
zu einer Steigerung der Sekretionsrate auf 350 % (Abb. 4.11). 
 
4.1.4 Steigerung der Insulinsekretion durch α-Ketoisovalerat (KIV) 
α-Ketoisovaleriansäure (KIV, Abb. 2.1) gilt, im Gegensatz zu KIC und KC, in Abwesenheit 
von anderen Insulin-freisetzenden Substanzen nicht als ein Initiator der Insulinsekretion (PAN-
TEN, 1975). Auch in Gegenwart von 10 mM Glucose und 2,7 µM Glipizid führte KIV zu ei-
nem deutlich schwächeren KATP-Kanal-unabhängigen Effekt als KIC und KC (Abb. 4.11). 
Nach zehnminütiger Perifusion mit 20 mM KIV beobachtete man ein Ansteigen der Insulin-
sekretionsrate auf nur 190 %. Damit lag die Fähigkeit von 20 mM KIV zur Auslösung eines 
KATP-Kanal-unabhängigen Effektes in einem Bereich wie bei 1 mM KIC (Abb. 4.6). 
Zum Vergleich mit der Wirksamkeit einer Erhöhung der Glucosekonzentration von 
10 mM auf 40 mM ist die entsprechende Sekretionskurve aus Abb. 4.2 auch in Abb. 4.11 dar-
gestellt. 
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Abb. 4.11 KATP- Kanal- 
unabhängige Steigerung 
der Insulinsekretion isolier-
ter Maus- Pankreasinseln 
durch Zugabe von 20 mM 
KIC (), 20 mM KC (), 
20 mM KIV (z) oder 30 
mM Glucose ({) zum Peri-
fusionsmedium ab Minute 
61. Die Medien enthielten 
10 mM Glucose und 2,7 µM 
Glipizid von Minute 1-104. 
Dargestellt sind die Insulin-
sekretionsraten in Prozent 
in Abhängigkeit von der 
Perifusionszeit in Minuten. 
Angegeben sind die Mittel-
werte + oder – SEM aus 4 
Einzelexperimenten. Die 
Sekretionsrate der letzten 
Fraktion vor dem Umschal-
ten auf das Testmedium 
(Minute 58) wurde auf 
100 % gesetzt.  
 
 
Enthielt das Perifusionsmedium keine Glucose, sondern nur 2,7 µM Glipizid, so konn-
te durch KIV keine lang andauernde KATP-Kanal-unabhängige Insulinsekretion aufrecht erhal-
ten werden (Abb. 4.12). 4 Minuten nach Zugabe von 20 mM KIV war die Sekretionsrate auf 
310 % erhöht. Danach sank die Sekretionsrate bis zu Ende des Versuchs (Minute 102) wieder 
kontinuierlich auf das Ausgangsniveau (100 %) zurück.  
20 mM KIC bewirkte auch ohne Glucose im Medium einen deutlich stärkeren und 
länger anhaltenden KATP-Kanal-unabhängigen Effekt als 20 mM KIV. Die Sekretionsrate 
wurde nach 6 Minuten auf 560 % gesteigert, sie blieb dann für weitere 14 Minuten auf einem 
hohen Niveau von über 500 % und sank bis zum Ende des Versuchs auf 250 % (Abb. 4.7, 
4.12).  
Zum Vergleich mit der Wirksamkeit von 40 mM Glucose ist die entsprechende Sekre-
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seln durch Zugabe von 20 
mM KIC (z), 20 mM KIV 
({) oder 40 mM Glucose 
() zum Perifusionsmedi-
um ab Minute 61. Die Me-
dien enthielten 2,7 µM 
Glipizid von Minute 1-104. 
Dargestellt sind die Insu-
linsekretionsraten in Pro-
zent in Abhängigkeit von 
der Perifusionszeit in Mi-
nuten. Angegeben sind die 
Mittelwerte + oder - SEM 
aus 4-7 Einzelexperimen-
ten. Die Sekretionsrate der 
letzten Fraktion vor dem 
Umschalten auf das Test-
medium (Minute 58) wurde 
auf 100 % gesetzt.  
 
4.1.5 Steigerung der Insulinsekretion durch β-Phenylpyruvat (PP) 
β-Phenylpyruvat (PP, Abb. 2.1) kann im Gegensatz zu Pyruvat (MERTZ et al., 1996) eine 
Insulinsekretion isolierter Pankreasinseln bewirken, und dies ebenso wie KIC und KC auch in 
Abwesenheit von anderen Stimulatoren der Sekretion (MATSCHINSKY et al., 1975; LENZEN 
und PANTEN, 1981).  
PP induzierte nur eine kurzzeitige und schwache KATP-Kanal-unabhängige Insulinsek-
retion mit einer anderen Sekretionskinetik als die anderen Testsubstanzen unter vergleichba-
ren Bedingungen (Abb. 4.13). Bei Vorhandensein von 10 mM Glucose und 2,7 µM Glipizid 
im Perifusionsmedium erhöhte sich die Sekretionsrate 4 Minuten nach Zufügen von 10 mM 
PP auf 171 % (Sekretionsrate bei Minute 58 = 100 %). Nach Erreichen dieses Maximalwertes 
sank die Sekretionsrate schnell ab auf 52 % bei Minute 102. Somit scheint die KATP-Kanal-
unabhängige Insulinsekretion durch PP schließlich sogar gehemmt zu sein, denn die Sekreti-
onsrate gegen Ende der Perifusion lag bei jedem einzelnen Versuch niedriger als bei Ver-
gleichsversuchen ohne Testsubstanz. Bei diesen Vergleichsversuchen ohne PP sank die Sek-
retionsrate bis zum Ende des Versuchs (Minute 102) nur auf durchschnittlich 80 % (Abb. 
4.2).  
Die Durchführung entsprechender Versuche ohne Glucose im Perifusionsmedium 
führte zu einer parallel nach unten verschobenen Sekretionskurve (Abb. 4.13). Ohne Glucose 
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Abb. 4.13 Steigerung der 
Insulinsekretion isolierter 
Maus- Pankreasinseln 
durch Zugabe von 10 mM 
PP zum Perifusionsmedi-
um ab Minute 61. Von 
Minute 1-104 enthielt das 
Medium 10 mM Glucose 
und 2,7 µM Glipizid (z), 
10 mM Glucose ({) oder 
2,7 µM Glipizid (). Dar-
gestellt sind die freigesetz-
ten absoluten Insulinsek-
retionsraten in pg/min• 
Insel in Abhängigkeit von 
der Perifusionszeit in Mi-
nuten. Angegeben sind die 





im Medium lag das Ausgangsniveau der Sekretion bei jedem Einzelversuch mehr als dreimal 
niedriger als bei Anwesenheit von 10 mM Glucose (von Minute 42-58 lagen die mittleren 
absoluten Sekretionsraten bei durchschnittlich 38 bzw. 127 pg Insulin/min•Insel). Sowohl mit 
als auch ohne 10 mM Glucose im Medium erhöhte sich durch 10 mM PP die Insulinfreiset-
zung um etwa die gleiche Rate, nämlich um durchschnittlich 80 bzw. 70 pg Insulin/min•Insel 
nach 4 Minuten. Auch der sich anschließende schnelle Abfall der Sekretion auf Werte deut-
lich unterhalb des Ausgangsniveaus (100 %) verlief ähnlich wie bei den Versuchen mit 
10 mM Glucose im Medium. 
Fehlte im Perifusionsmedium nicht Glucose sondern Glipizid, so zeigte sich das Sek-
retionsprofil verändert (Abb. 4.13). Bei nur 10 mM Glucose im Kontrollmedium war die Sek-
retion in der Kontrollphase 50 % niedriger als bei Perifusion mit 2,7 µM Glipizid (von Minute 
42-58 lagen die mittleren absoluten Sekretionsraten bei durchschnittlich 18 bzw. 38 pg Insu-
lin/min•Insel). Ohne Glipizid als KATP-Kanal blockierende Substanz kann PP eine Steigerung 
der Insulinsekretion auch noch durch zusätzliche Wirkung am KATP-Kanal ermöglichen 
(SCHMELING und PANTEN, 2002). Durch Zugabe von 10 mM PP wurde die Sekretionsrate 
nach 4 Minuten auf 790 % gesteigert. Im Unterschied zu den beiden Versuchsanordnungen 
mit Glipizid im Medium sank die Sekretion nach Erreichen dieses Maximalwertes weniger 
schnell ab auf 320 % bei Minute 102. 
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4.1.6 Steigerung der Insulinsekretion durch (-)-b-BCH 
(-)-b-BCH ((-)-b-2-Aminobicyclo[2.2.1]heptan-2-carbonsäure, Abb. 2.1) ist ein nicht metabo-
lisierbares L-Leucin-Analogon, welches eine Insulinsekretion hervorrufen kann (CHRISTEN-
SEN et al., 1971). 
(-)-b-BCH bewirkte auch eine KATP-Kanal-unabhängige Insulinsekretion. Das Hinzu-
fügen von 20 mM BCH (entsprechend einer (-)-b-BCH-Konzentration von 9 mM, s. 3.1.2.3) 
zu einem 10 mM Glucose und 2,7 µM Glipizid enthaltenden Perifusionsmedium erhöhte die 
Sekretionsrate nach 10 Minuten auf 175 %. Die Sekretionsrate sank danach bis zum Ende des 
Versuchs wieder auf 100 % (Abb. 4.14). Es ist bekannt, dass (-)-b-BCH allosterisch die Glu-
tamat-Dehydrogenase (GluDH) aktiviert (GYLFE, 1976), wodurch vermehrt Glutamat in α-
Ketoglutarat umgewandelt wird (Abb. 5.2). Damit Glutamat als Substrat für die GluDH nicht 
zum limitierenden Faktor der (-)-b-BCH-induzierten Insulinsekretion wurde, enthielten die 
Perifusionsmedien 10 mM Glutamin. Das B-Zell-membrangängige Glutamin wird durch 
Glutaminase zu Glutamat desaminiert. 
Bei der Metabolisierung von KIC entsteht L-Leucin, welches ebenso wie (-)-b-BCH 
ein Aktivator der Glutamat-Dehydrogenase ist. Um zu prüfen, ob KIC durch L-Leucin-
Bildung und somit durch GluDH-Aktivierung eine viel stärkere KATP-Kanal-unabhängige 
Insulinsekretion auslöste als KIV, wurden Versuche mit (-)-b-BCH in Kombination mit KIV 
durchgeführt. Bei der Metabolisierung von KIV entsteht nicht L-Leucin, sondern L-Valin 
(Abb. 5.2). Anders als L-Leucin oder (-)-b-BCH aktiviert L-Valin die GluDH nicht (PANTEN 
und LANGER, 1981). Wenn die L-Leucin-Bildung aus KIC und die dadurch bedingte GluDH-
Aktivierung der Grund für die im Vergleich zur KIV-Wirkung weitaus stärkere Insulin-
freisetzende Wirkung von KIC wäre, dann müsste die KIV-induzierte Insulinsekretion durch 
die Kombination mit (-)-b-BCH so stark sein wie die KIC-induzierte Insulinsekretion. Die 
Versuche ergaben, dass die Kombination von 20 mM KIV mit 20 mM BCH (entsprechend 
9 mM (-)-b-BCH, s. 3.1.2.3) nach 10 Minuten zu einem Anstieg der Sekretion auf 235 % 
führte, was in etwa einem additiven Effekt der Einzelwirkungen von 20 mM KIV und 9 mM 
(-)-b-BCH entsprach (Abb. 4.14). Durch gleichzeitige Applikation von KIV und (-)-b-BCH 
zum Perifusionsmedium konnte also nicht die sehr starke Fähigkeit von KIC zur Auslösung 
einer KATP-Kanal-unabhängigen Insulinsekretion imitiert werden. Überraschenderweise be-
gann die Sekretionsrate nach 20-minütiger Perifusion mit KIV und (-)-b-BCH bzw. nach Er-










inseln durch Zugabe von 
20 mM BCH ({; entspre-
chend 9 mM (-)-b-BCH, s. 
3.1.2.3), 20 mM BCH 
(entsprechend 9 mM (-)-b-
BCH) + 20 mM KIV (z) 
oder 10 mM MMS () 
zum Perifusionsmedium 
ab Minute 61. Die Medien 
enthielten 10 mM Glucose 
und 2,7 µM Glipizid von 
Minute 1-104. Bei Perifu-
sionen mit 20 mM BCH 
({) enthielt das Medium 
zusätzlich 10 mM Gluta-
min von Minute 1-104. 
Dargestellt sind die Insu-
linsekretionsraten in Pro-
zent in Abhängigkeit von 
der Perifusionszeit in Mi-
nuten. Angegeben sind die Mittelwerte - SEM (falls größer als das Symbol) aus 4-8 Einzelex-
perimenten. Die Sekretionsrate der letzten Fraktion vor dem Umschalten auf das Testmedium 
(Minute 58) wurde auf 100 % gesetzt. 
 
 
4.1.7 Steigerung der Insulinsekretion durch Monomethylsuccinat (MMS) 
Monomethylsuccinat (MMS, Abb. 2.1) ist eine zellmembrangängige Vorstufe von Succinat, 
einem Intermediat des Citratzyklus. Der Methylester wird intrazellulär durch Esterasen zu 
Succinat hydrolysiert. MMS, nicht aber Succinat übt einen β-zytotropen Effekt auf Pankreas-
inseln von Ratten aus (MACDONALD und FAHIEN, 1988).  
Der KATP-Kanal-unabhängige Effekt von MMS erwies sich als schwach ausgeprägt. 
Durch Zugabe von 10 mM MMS zu einem Perifusionsmedium, welches 10 mM Glucose und 
2,7 µM Glipizid enthielt, wurde die Insulinsekretionsrate nach 5 Minuten auf 130 % gestei-
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4.2 Interaktion von Sulfonylharnstoffen und Analoga mit KATP-Kanälen bzw. 
SUR-Subtypen 
4.2.1 Sulfonylharnstoff-Analogon mit einer Phosphatgruppe als anionischer Funktion 
Eine anionische Gruppe wie das Sulfonylharnstoff-Element im Glibenclamid-Molekül oder 
die Carboxylgruppe im Meglitinid (Abb. 1.5 B, D) begünstigt die Wechselwirkung von Sul-
fonylharnstoffen und Analoga mit Sulfonylharnstoff-Rezeptoren (MEYER et al., 1999). Es 
sollte geprüft werden, ob dies auch für eine Phosphatgruppe als anionische Gruppe gilt. {4-[2-
(5-Chlor-2-methoxybenzamido)ethyl]phenyl}phosphat (Abb. 2.3 A) entspricht strukturell 
dem Benzoesäure-Derivat Meglitinid mit der Ausnahme, dass es anstelle einer Carboxylfunk-
tion über eine mit Phosphorsäure veresterte Hydroxylgruppe verfügt. In kompetitiven Bin-
dungsstudien wurde die Affinität des Phosphorsäure-Esters für die Bindung an Membranen 
von COS1-Zellen, die SUR1, SUR2A oder SUR2B exprimierten, untersucht (Abb. 4.15). Die 
Bindung von [3H]Glibenclamid an SUR1 wurde halbmaximal bei 1,63 ± 0,07 µM (Hillkoeffi-
zient n = 1,06 ± 0,03) gehemmt. [3H]P1075 wurde bei einer Konzentration von 7,01 ± 
0,54 µM (Hillkoeffizient n = 0,87 ± 0,03) halbmaximal aus seiner Bindung an SUR2A ver-
drängt. Aus seiner Bindung an SUR2B wurde [3H]P1075 halbmaximal bei einer Konzentrati-
on von 4,21 ± 0,19 µM (Hillkoeffizient n = 0,89 ± 0,04) verdrängt. Aus diesen halbmaximal-
inhibitorischen Konzentrationen (IC50), den freien Konzentrationen von [3H]Glibenclamid 
bzw. [3H]P1075 sowie den Dissoziationskonstanten (KD) von Glibenclamid (0,55 nM; 
DÖRSCHNER et al., 1999) bzw. P1075 (46 nM für SUR2A, 12 nM für SUR2B; SCHWANSTE-
CHER et al., 1998) wurden nach CHENG und PRUSOFF (1973) die folgenden Dissoziati-
onskonstanten (KD) für die Bindung von {4-[2-(5-Chlor-2-methoxybenzamido)ethyl]phen-
yl}phosphat an SUR errechnet: 1,06 ± 0,04 µM (SUR1), 6,58 ± 0,50 µM (SUR2A) und 3,37 ± 
0,15 µM (SUR2B) (Tab. 4.1). Der KD-Wert für SUR1 erwies sich als signifikant kleiner als 
der KD-Wert für SUR2A oder SUR2B. Die gefundenen Affinitäten des Phosphorsäure-Esters 
für die Bindung an SUR1 bzw. an die SUR2-Subtypen lagen niedriger bzw. im ähnlichen Be-
reich wie die von Meglitinid. Für Meglitinid als Benzoesäure-Derivat wurden die folgenden 
KD-Werte ermittelt: 6,81 ± 0,48 µM (SUR1), 7,63 ± 0,62 µM (SUR2A) und 7,20 ± 0,33 µM 








Abb. 4.15 Einfluss von 
{4- [2- (5- Chlor-2-meth-
oxybenzamido) ethyl] 
phenyl} phosphat auf die 
[3H]Ligand- Bindung an 
Membranen von SUR1 
(), SUR2A (z) oder 
SUR2B (|) exprimieren-
den COS1- Zellen. Die 
Bindung von 0,3 nM 
[3H]Glibenclamid an 
Membranen mit SUR1 
wurde in Inkubationsan-
sätzen gemessen, die 
5 µg/ml Membranprotein 
und die angegebenen 
Konzentrationen der Sub-
stanz enthielten. Die Bin-
dung von 3 nM [3H]- 
P1075 an Membranen 
mit SUR2A oder SUR2B 
wurde in Inkubationsansätzen gemessen, die 30-70 µg/ml Membranprotein, 100 µM MgATP, 
1 mM freies Mg2+ sowie die angegebenen Konzentrationen der Substanz enthielten. Die un-
spezifische Bindung wurde durch parallele Inkubationen in Gegenwart von 100 nM nicht-
markiertem Glibenclamid bzw. 100 µM nicht-markiertem Pinacidil definiert. Die Ergebnisse 
sind aufgeführt in Prozent der spezifischen [3H]Ligand-Bindung in Abwesenheit hemmender 
Substanzen. Angegeben sind die Mittelwerte ± SEM (falls größer als das Symbol) aus 4-6 
Einzelexperimenten. 
 
Der Ablauf eines typischen Patch-Clamp-Experimentes in der Inside-out-Konfi-
guration mit {4-[2-(5-Chlor-2-methoxybenzamido)ethyl]phenyl}phosphat ist in Abb. 4.16 
dargestellt. Bei einem Pipettenpotential von 50 mV wurden Einwärtsströme gemessen, die als 
abwärts gerichtete Auslenkungen aufgeführt sind. 0,1 µM bzw. 1 µM des Phosphorsäure-
Esters führte in Gegenwart von 0,3 mM ADP zu einer Abnahme der SUR1/KIR6.2-Kanal-
Aktivität auf 60 % bzw. 10 %.  
Abb. 4.17 zeigt die konzentrationsabhängige Wirkung von {4-[2-(5-Chlor-2-methoxy-
benzamido)ethyl]phenyl}phosphat auf SUR1/KIR6.2-Kanäle im Patch-Clamp-Experiment. In 
Anwesenheit von 0,3 mM ADP wurde die Kanal-Aktivität halbmaximal bei 0,16 µM ge-
hemmt (Hillkoeffizient n = 1,33). Dieser EC50-Wert war somit 6,6fach niedriger als der KD-
Wert für die Bindung an SUR1. Dies passt gut zu der allgemeinen Beobachtung, dass die KD-
Werte aus Bindungsexperimenten drei- bis sechsfach größer sind als die EC50-Werte aus 
Patch-Clamp-Experimenten, weil die Besetzung einer der vier Sulfonylharnstoff-Bindungs-
stellen eines KATP-Kanals zur Blockade des Kanals ausreicht (DÖRSCHNER et al., 1999). 
Phosphorsäure-Ester ( µM )

































Abb. 4.16 Einfluss von {4-[2-(5-Chlor-2-methoxybenzamido)ethyl]phenyl}phosphat (Phos.) 
auf die Aktivität von SUR1/KIR6.2-Kanälen in Gegenwart von 0,3 mM ADP. Schnellschreiber-
registrierung von Strömen durch KATP-Kanäle in der Inside-out-Konfiguration. Die horizonta-
len Balken unter der Registrierung geben jeweils Auskunft über die Konzentration der einge-
setzten Substanzen und die zeitliche Länge der einzelnen Test- und Kontrollphasen. Die ge-
punktete Linie entspricht dem Stromfluss bei 1 mM ATP (KATP-Kanäle geschlossen). 
 
 
Abb. 4.17 Einfluss von   
{4- [2- (5- Chlor- 2- meth-
oxybenzamido) ethyl]  
phenyl} phosphat auf die 
SUR1/ KIR6.2- Kanal-
Aktivität in Gegenwart von 
0,3 mM ADP. Dargestellt 




zent in Abhängigkeit von 
der Konzentration der 
Testsubstanz. Angegeben 
sind die Mittelwerte ± 
SEM (falls größer als das 




MEYER et al. (1999) haben anhand eines Meglitinid-Derivats mit Methylgruppe anstel-
le der Carboxylgruppe gezeigt, dass durch das Fehlen einer anionischen Gruppe die Affinität 
für die Bindung an Sulfonylharnstoff-Rezeptoren stark reduziert ist. Durch Hydrolyse von {4-
[2-(5-Chlor-2-methoxybenzamido)ethyl]phenyl}phosphat entsteht 5-Chlor-N-[2-(4-hydroxy-
phenyl)ethyl]-2-methoxybenzamid (Abb. 2.3 B), also ein Meglitinid-Abkömmling mit einer 
Hydroxyl- anstelle einer Carboxylfunktion. Diese phenolische Verbindung liegt aufgrund 
Phosphorsäure-Ester ( µM )





























ihres pKS-Wertes von etwa 10 bei einem pH-Wert von 7,40 praktisch vollständig undissoziiert 
vor, so dass also unter den gegebenen Versuchsbedingungen keine anionische Gruppe vorlag. 
Erwartungsgemäß zeigte dieses phenolische Meglitinid-Derivat eine geringe Rezeptoraffinität 
(Abb. 4.18). In kompetitiven Bindungsstudien wurde die Bindung von [3H]Glibenclamid an 
SUR1 halbmaximal bei 89,6 ± 5,67 µM (Hillkoeffizient n = 1,11 ± 0,04) gehemmt. 
[3H]P1075 wurde bei einer Konzentration von 149 ± 2,91 µM (Hillkoeffizient n = 0,82 ± 
0,10) halbmaximal aus seiner Bindung an SUR2A verdrängt. Aus seiner Bindung an SUR2B 
wurde [3H]P1075 halbmaximal bei einer Konzentration von 120 ± 9,10 µM (Hillkoeffizient n 
= 0,80 ± 0,02) verdrängt. Aus diesen halbmaximal-inhibitorischen Konzentrationen wurden 
nach CHENG und PRUSOFF (1973) folgende Dissoziationskonstanten (KD-Werte) errechnet: 
58,0 ± 3,68 µM für die Bindung an SUR1, 140 ± 2,73 µM für die Bindung an SUR2A und 
95,8 ± 7,28 µM für die Bindung an SUR2B (Tab. 4.1).  
 
 
Abb. 4.18 Einfluss von 5-
Chlor- N- [2- (4-hydroxy-
phenyl) ethyl]-2-methoxy- 
benzamid auf die 
[3H]Ligand- Bindung an 
Membranen von SUR1 
(), SUR2A (z) oder 
SUR2B (|) exprimieren-
den COS1- Zellen. Die 
Bindung von 0,3 nM 
[3H]Glibenclamid an 
Membranen mit SUR1 
wurde in Inkubationsan-
sätzen gemessen, die 5 
µg/ml Membranprotein 
und die angegebenen 
Konzentrationen der Sub-
stanz enthielten. Die Bin-
dung von 3 nM [3H]- 
P1075 an Membranen mit 
SUR2A oder SUR2B 
wurde in Inkubationsansätzen gemessen, die 30-70 µg/ml Membranprotein, 100 µM MgATP, 
1 mM freies Mg2+ sowie die angegebenen Konzentrationen der Substanz enthielten. Die un-
spezifische Bindung wurde durch parallele Inkubationen in Gegenwart von 100 nM nicht-
markiertem Glibenclamid bzw. 100 µM nicht-markiertem Pinacidil definiert. Die Ergebnisse 
sind aufgeführt in Prozent der spezifischen [3H]Ligand-Bindung in Abwesenheit hemmender 
Substanzen. Angegeben sind die Mittelwerte ± SEM (falls größer als das Symbol) aus 3-6 
Einzelexperimenten. 
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Substanz SUR1 SUR2A SUR2B 
 KD [µM] KD [µM] KD [µM] 
Phos.    1,06 ± 0,04 * 6,58 ± 0,50 3,37 ± 0,15 
Meglitinid   6,81 ± 0,48 a   7,63 ± 0,62 a   7,20 ± 0,33 a 
Phenol.  58,0 ± 3,68  140 ± 2,73 95,8 ± 7,28 
Tab. 4.1 Vergleich der KD-Werte von {4-[2-(5-Chlor-2-methoxybenzamido)ethyl]phenyl} 
phosphat (Phos.), Meglitinid und 5-Chlor-N-[2-(4-hydroxyphenyl)ethyl]-2-methoxybenzamid 
(Phenol.) für die Bindung an Sulfonylharnstoffrezeptor-Subtypen. Die KD-Werte wurden nach 
CHENG und PRUSOFF (1973) unter Verwendung der in Bindungsexperimenten ermittelten 
IC50-Werte sowie der KD-Werte von Glibenclamid (0,55 nM; DÖRSCHNER et al., 1999) oder 
P1075 (46 nM für SUR2A, 12 nM für SUR2B; SCHWANSTECHER et al., 1998) und den freien 
[3H]Ligand-Konzentrationen berechnet. Angegeben sind die Mittelwerte ± SEM aus jeweils 
3-6 Einzelexperimenten. a Werte aus MEYER et al., 1999. * P < 0,01 (Vergleich zu SUR2A). 
 
4.2.2 Repaglinid und Analoga 
Repaglinid ((+)-2-Ethoxy-4-{2-[[3-methyl-1-[2-(1-piperidinyl)phenyl]butyl]amino]-2-oxo-
ethyl}-benzoesäure, Abb. 2.4) ist der erste Vertreter der sogenannten prandialen Glucoseregu-
latoren, der in Deutschland seit 1998 als orales Antidiabetikum (NovoNorm®) zugelassen ist. 
Repaglinid als Benzoesäure-Derivat bewirkt eine Insulinsekretion durch eine Blockade von 
KATP-Kanälen der B-Zelle. Es ist jedoch noch ungeklärt, ob Repaglinid an die Glibenclamid-
Bindungsstelle bindet oder über eine eigene Bindungsstelle am SUR verfügt (FUHLENDORFF 
et al., 1998; HU et al., 2000). In kompetitiven Bindungsstudien wurde die Affinität von Re-
paglinid für die Bindung an Membranen von COS1-Zellen, die SUR1, SUR2A oder SUR2B 
exprimierten, untersucht (Abb. 4.19). Die Bindung von [3H]Glibenclamid an SUR1 wurde 
halbmaximal bei 77,9 ± 3,36 nM (Hillkoeffizient n = 1,03 ± 0,02) gehemmt. [3H]P1075 wur-
de bei einer Konzentration von 53,2 ± 4,52 nM (Hillkoeffizient n = 1,28 ± 0,03) halbmaximal 
aus seiner Bindung an SUR2A verdrängt. Aus seiner Bindung an SUR2B wurde [3H]P1075 
halbmaximal bei einer Konzentration von 58,2 ± 6,50 nM (Hillkoeffizient n = 1,03 ± 0,01) 
verdrängt. Aus diesen halbmaximal-inhibitorischen Konzentrationen (IC50) wurden nach 
CHENG und PRUSOFF (1973) die folgenden KD-Werte für die Bindung von Repaglinid an SUR 
errechnet: 50,5 ± 2,18 nM (SUR1), 50,0 ± 4,25 nM (SUR2A), 46,6 ± 5,23 nM (SUR2B). Re-
paglinid zeigte also zu allen 3 Rezeptor-Subtypen die gleiche Affinität (Tab. 4.2). 
AG-EE 624 ZW ((-)-2-Ethoxy-4-{2-[[3-methyl-1-[2-(1-piperidinyl) phenyl] butyl]    
amino]-2-oxoethyl}-benzoesäure, Abb. 2.4) ist das R-Enantiomer des Repaglinids. AG-EE 
624 ZW verdrängte [3H]Glibenclamid halbmaximal aus seiner Bindung an SUR1 bei einer 




diesem IC50-Wert ergebende KD-Wert lag bei 4,61 ± 0,13 µM. Die Bindung von [3H]P1075 
an SUR2A wurde halbmaximal bei 4,91 ± 0,20 µM (Hillkoeffizient n = 1,20 ± 0,06) ge-
hemmt. Aus diesem IC50-Wert errechnete sich eine Dissoziationskonstante von 4,61 ± 
0,19 µM (Tab. 4.2). In jedem Einzelversuch war der KD-Wert für AG-EE 624 ZW höher als 
der von Repaglinid. AG-EE 624 ZW wies somit eine 100fach geringere Affinität zu SUR1 
und SUR2A auf als Repaglinid. 
 
Abb. 4.19 Einfluss von 
Repaglinid (, ¡, z) und 
AG-EE 624 ZW (, ) 
auf die [3H]Ligand- Bin-
dung an Membranen von 
SUR1 (, ), SUR2A (¡, 
) oder SUR2B (z) 
exprimierenden COS1-
Zellen. Die Bindung von 
0,3 nM [3H]Glibencla-
mid an Membranen mit 
SUR1 wurde in Inkubati-
onsansätzen gemessen, 
die 5 µg/ml Membranpro-
tein und die angegebenen 
Konzentrationen der Sub-
stanz enthielten. Die Bin-
dung von 3 nM [3H]- 
P1075 an Membranen mit 
SUR2A oder SUR2B 
wurde in Inkubationsan-
sätzen gemessen, die 30-70 µg/ml Membranprotein, 100 µM MgATP, 1 mM freies Mg2+ sowie 
die angegebenen Konzentrationen der Substanz enthielten. Die unspezifische Bindung wurde 
durch parallele Inkubationen in Gegenwart von 100 nM nicht-markiertem Glibenclamid bzw. 
100 µM nicht-markiertem Pinacidil definiert. Die Ergebnisse sind aufgeführt in Prozent der 
spezifischen [3H]Ligand-Bindung in Abwesenheit hemmender Substanzen. Angegeben sind 
die Mittelwerte ± SEM (falls größer als das Symbol) aus 4 Einzelexperimenten. 
 
Auch AG-EE 319 ZW ((+)-4-{2-[[1-[2-(1-Piperidinyl)phenyl]butyl]amino]-2-oxo-
ethyl}-benzoesäure, Abb. 2.4) und AG-EE 436 ZW ((-)-4-{2-[[1-[2-(1-Piperidinyl)phenyl] 
butyl]amino]-2-oxoethyl}-benzoesäure, Abb. 2.4) sind ein Enantiomeren-Paar. Sie unter-
scheiden sich strukturell von Repaglinid durch das Fehlen der Ethoxygruppe am Ring B und 
durch das Vorhandensein einer Propyl- anstelle der Isobutylgruppe an der die Ringe A und B 
verbindenden Seitenkette. Auch hier unterschieden sich S- und R-Enantiomer hinsichtlich 
ihrer SUR-Affinität, wenngleich weniger deutlich als bei Repaglinid und AG-EE 624 ZW 
(Tab. 4.2). AG-EE 319 ZW (S-Enantiomer) verdrängte [3H]Glibenclamid aus seiner SUR1-
Ligand ( µM )




























Bindung halbmaximal bei 0,85 ± 0,04 µM (Hillkoeffizient n = 1,00 ± 0,02), während der IC50-
Wert von AG-EE 436 ZW (R-Enantiomer) für die Verdrängung von [3H]Glibenclamid an 
SUR1 bei 15,2 ± 0,97 µM (Hillkoeffizient n = 1,00 ± 0,02) lag (Abb. 4.20). Die errechneten 
KD-Werte betrugen 0,55 ± 0,03 µM bzw. 9,87 ± 0,63 µM. AG-EE 319 ZW verdrängte 
[3H]P1075 halbmaximal aus seiner Bindung an SUR2A bei einer Konzentration von 0,75 ± 
0,02 µM (Hillkoeffizient n = 1,02 ± 0,02), während AG-EE 436 ZW dies bei einer Konzentra-
tion von 7,25 ± 0,19 µM (Hillkoeffizient n = 0,98 ± 0,03) bewirkte (Abb. 4.20). Als KD-Werte 
ergaben sich 0,71 ± 0,02 µM bzw. 6,81 ± 0,18 µM. Die Bindung von [3H]P1075 an SUR2B 
wurde durch AG-EE 319 ZW halbmaximal bei 2,20 ± 0,27 µM (Hillkoeffizient n = 1,00 ± 
0,01) und durch AG-EE 436 ZW halbmaximal bei 17,0 ± 4,13 µM (Hillkoeffizient n = 1,00 ± 
0,02) gehemmt (Abb. 4.20), was Dissoziationskonstanten von 1,76 ± 0,22 µM bzw. 13,6 ± 
3,30 µM entsprach. In jedem Einzelversuch war der KD-Wert für AG-EE 436 ZW höher als 
für AG-EE 319 ZW. AG-EE 319 ZW (S-Enantiomer) zeigte also eine um den Faktor 10 höhe-
re Affinität zu allen SUR-Isoformen als AG-EE 436 ZW (R-Enantiomer) (Tab. 4.2).  
 
Abb. 4.20 Einfluss von 
AG-EE 319 ZW (, ¡, z) 
und AG-EE 436 ZW (, 
, |) auf die [3H]Li-
gand- Bindung an Memb-
ranen von SUR1 (, ), 
SUR2A (¡, ) oder 
SUR2B (z, |) exprimie-
renden COS1-Zellen. Die 
Bindung von 0,3 nM 
[3H]Glibenclamid an 
Membranen mit SUR1 
wurde in Inkubationsan-
sätzen gemessen, die 5 
µg/ml Membranprotein 
und die angegebenen 
Konzentrationen der Sub-
stanz enthielten. Die Bin-
dung von 3 nM [3H]-
P1075 an Membranen 
mit SUR2A oder SUR2B 
wurde in Inkubationsansätzen gemessen, die 30-70 µg/ml Membranprotein, 100 µM MgATP, 
1 mM freies Mg2+ sowie die angegebenen Konzentrationen der Substanz enthielten. Die un-
spezifische Bindung wurde durch parallele Inkubationen in Gegenwart von 100 nM nicht-
markiertem Glibenclamid bzw. 100 µM nicht-markiertem Pinacidil definiert. Die Ergebnisse 
sind aufgeführt in Prozent der spezifischen [3H]Ligand-Bindung in Abwesenheit hemmender 
Substanzen. Angegeben sind die Mittelwerte ± SEM (falls größer als das Symbol) aus 4-5 
Einzelexperimenten. 
Ligand ( µM )




























Im Patch-Clamp-Experiment (Abb. 4.21) in Anwesenheit von 0,3 mM ADP hemmte 
AG-EE 319 ZW die Aktivität von SUR1/KIR6.2-Kanälen halbmaximal bei 0,05 µM (Hillkoef-
fizient n = 2,09).  
 
Abb. 4.21 Einfluss von  
AG-EE 319 ZW auf die 
SUR1/ KIR6.2- Kanal- Akti-
vität in Gegenwart von 
0,3 mM ADP. Dargestellt 
ist die relative KATP- Ka-
nal- Aktivität (Inside- out- 
Konfiguration der Patch- 
Clamp-Technik) in Prozent 
in Abhängigkeit von der 
Konzentration der Testsub-
stanz. Angegeben sind die 
Mittelwerte ± SEM (falls 






AG-DD 1461 ZW (4-{2-[[[2-(1-Piperidinyl)phenyl]methyl]amino]-2-oxoethyl}-
benzoesäure, Abb. 2.4) unterscheidet sich strukturell von Repaglinid durch das Fehlen der 
Ethoxygruppe am Ring B und der Isobutylgruppe an der die aromatischen Ringe A und B 
verbindenden Seitenkette. AG-DD 1461 ZW verdrängte [3H]Glibenclamid halbmaximal aus 
seiner Bindung an SUR1 bei einer Konzentration von 10,3 ± 0,42 µM (Hillkoeffizient n = 
1,05 ± 0,02) (Abb. 4.22). Der sich aus diesem IC50-Wert ergebende KD-Wert lag bei 6,68 ± 
0,27 µM. Die Bindung von [3H]P1075 an SUR2A und SUR2B wurde halbmaximal bei 4,76 ± 
0,27 µM (Hillkoeffizient n = 1,05 ± 0,02) bzw. 1,65 ± 0,18 µM (Hillkoeffizient n = 1,00 ± 
0,01) gehemmt (Abb. 4.22). Aus diesen IC50-Werten errechneten sich Dissoziationskonstan-
ten von 4,47 ± 0,26 µM (SUR2A) bzw. 1,32 ± 0,15 µM (SUR2B). Die Affinitäten zu den 
SUR-Isoformen lagen damit in einem Bereich wie bei AG-EE 624 ZW (Tab. 4.2). 
Sowohl Repaglinid als auch seine Analoga AG-EE 624 ZW und AG-EE 436 ZW zeig-
ten zu den 3 Rezeptor-Isoformen immer eine ähnliche Affinität, d.h. eine Selektivität für eine 
der 3 SUR-Isoformen konnte nicht gezeigt werden (Tab. 4.2). Bei AG-EE 319 ZW bzw. AG-
DD 1461 ZW war der KD-Wert für SUR2B signifikant höher bzw. grenzwertig niedriger als 
für SUR1 und SUR2A (Tab. 4.2).  
AG-EE 319 ZW ( µM )





























Abb. 4.22 Einfluss von 
AG-DD 1461 ZW auf die 
[3H]Ligand- Bindung an 
Membranen von SUR1 
(), SUR2A (z) oder 
SUR2B (|) exprimieren-
den COS1- Zellen. Die 
Bindung von 0,3 nM [3H]- 
Glibenclamid an Memb-
ranen mit SUR1 wurde in 
Inkubationsansätzen ge-
messen, die 5 µg/ml 
Membranprotein und die 
angegebenen Konzentrati-
onen der Substanz enthiel-
ten. Die Bindung von 3 
nM [3H]P1075 an Memb-
ranen mit SUR2A oder 
SUR2B wurde in Inkuba-
tionsansätzen gemessen, 
die 30-70 µg/ml Memb-
ranprotein, 100 µM MgATP, 1 mM freies Mg2+ sowie die angegebenen Konzentrationen der 
Substanz enthielten. Die unspezifische Bindung wurde durch parallele Inkubationen in Ge-
genwart von 100 nM nicht-markiertem Glibenclamid bzw. 100 µM nicht-markiertem Pinacidil 
definiert. Die Ergebnisse sind aufgeführt in Prozent der spezifischen [3H]Ligand-Bindung in 
Abwesenheit hemmender Substanzen. Angegeben sind die Mittelwerte ± SEM (falls größer als 
das Symbol) aus 4 Einzelexperimenten. 
 
Substanz SUR1 SUR2A SUR2B 
 KD [µM] KD [µM] KD [µM] 
Repaglinid 0,05 ± 0,00 0,05 ± 0,00 0,05 ± 0,01 
AG-EE 624 ZW 4,61 ± 0,13 4,61 ± 0,19 Nicht bestimmt 
AG-EE 319 ZW 0,55 ± 0,03 0,71 ± 0,02    1,76 ± 0,22 * 
AG-EE 436 ZW 9,87 ± 0,63 6,81 ± 0,18 13,6 ± 3,30 
AG-DD 1461 ZW 6,68 ± 0,27 4,47 ± 0,26      1,32 ± 0,15 ** 
Tab. 4.2 Vergleich der KD-Werte von Repaglinid, AG-EE 624 ZW, AG-EE 319 ZW, AG-EE 
436 ZW und AG-DD 1461 ZW für die Bindung an Sulfonylharnstoffrezeptor-Subtypen. Die 
KD-Werte wurden nach CHENG und PRUSOFF (1973) unter Verwendung der in Bindungsexpe-
rimenten ermittelten IC50-Werte sowie der KD-Werte von Glibenclamid (0,55 nM; DÖRSCHNER 
et al., 1999) oder P1075 (46 nM für SUR2A, 12 nM für SUR2B; SCHWANSTECHER et al., 1998) 
und den freien [3H]Ligand-Konzentrationen berechnet. Angegeben sind die Mittelwerte ± 
SEM aus jeweils 4-5 Einzelexperimenten. * P < 0,05 (Vergleich zu SUR2A) ** P = 0,05 (Ver-
gleich zu SUR2A). 
AG-DD 1461 ZW ( µM )




























4.2.3 Sulfonylharnstoff-Derivate mit meta-ständiger Methyl(thio)harnstoff-Gruppe 
Im Zuge der Entwicklung SUR2-selektiver Verbindungen wurde von GÖGELEIN et al. (1998) 
HMR 1883 (1-{[5-[2-(5-Chlor-2-methoxybenzamido)-ethyl]-2-methoxyphenyl]-sulfonyl}-3-
methylthioharnstoff, Abb. 2.2) beschrieben, ein Glibenclamid-Derivat mit meta-Arrangement 
einer Sulfonylmethylthioharnstoff-Gruppe zur Ethylaminoseitenkette und einer Methoxy-
gruppe in para-Stellung zur Ethylaminoseitenkette am Ring B. Ausgehend von HMR 1883 als 
Leitstruktur wurden weitere Verbindungen mit Strukturvariationen synthetisiert (ENGLERT et 
al., 2001), deren Bindungsaffinitäten in kompetitiven Bindungsstudien an Membranen von 
COS1-Zellen, die SUR1, SUR2A oder SUR2B exprimierten, bestimmt werden sollten.  
S 920707 (1-{[5-[2-(5-Chlor-2-methoxybenzamido)-ethyl]-2-methoxyphenyl]sulfon-
yl}-3-methylharnstoff, Abb. 2.5) unterscheidet sich von HMR 1883 durch das Vorhandensein 
einer Harnstoff- anstelle der Thioharnstoff-Gruppe. S 920707 hemmte die Bindung von 
[3H]Glibenclamid an SUR1 halbmaximal bei 24,2 ± 1,75 µM (Hillkoeffizient n = 0,97 ± 
0,02). Die [3H]P1075-Bindung an SUR2A wurde halbmaximal bei 4,91 ± 0,60 µM (Hillkoef-
fizient n = 0,94 ± 0,06) gehemmt. Aus seiner Bindung an SUR2B verdrängte die Substanz 
[3H]P1075 halbmaximal bei einer Konzentration von 5,00 ± 0,42 µM (Hillkoeffizient n = 1,00 
± 0,03) (Abb. 4.23). Nach CHENG und PRUSOFF (1973) ergaben sich als Dissoziationskonstan-
ten: 15,6 ± 1,13 µM (SUR1), 4,61 ± 0,56 µM (SUR2A) und 4,00 ± 0,33 µM (SUR2B) 
(Tab. 4.3). In jedem Einzelversuch war der KD-Wert für SUR1 höher als die KD-Werte für 
SUR2A oder SUR2B. S 920707 führte somit zu einer bevorzugten Bindung an die SUR2-
Subtypen, unterschied aber nicht zwischen SUR2A und SUR2B. 
HMR 1402 (1-{[5-[2-(5-Chlor-2-methoxybenzamido)ethyl]-2,4-dimethoxyphenyl] 
sulfonyl}-3-methylthioharnstoff, Abb. 2.5) ist wie HMR 1883 ein Thioharnstoff-Derivat. Es 
verfügt über eine zusätzliche Methoxygruppe in para-Stellung zur Sulfonylthioharnstoff-
Gruppe am Ring B. Die Bindung von [3H]Glibenclamid an SUR1 wurde halbmaximal bei 
10,2 ± 0,62 µM (Hillkoeffizient n = 1,01 ± 0,01) gehemmt. [3H]P1075 wurde bei einer Kon-
zentration von 1,06 ± 0,03 µM (Hillkoeffizient n = 1,01 ± 0,02) halbmaximal aus seiner Bin-
dung an SUR2A verdrängt. Aus seiner Bindung an SUR2B wurde [3H]P1075 halbmaximal 
bei einer Konzentration von 0,89 ± 0,15 µM (Hillkoeffizient n = 0,98 ± 0,02) verdrängt (Abb. 
4.23). Aus den erhaltenen IC50-Werten wurden folgende KD-Werte berechnet: 6,59 ± 0,40 µM 
(SUR1), 0,99 ± 0,03 µM (SUR2A) und 0,71 ± 0,12 µM (SUR2B) (Tab. 4.3). In jedem Ein-
zelversuch war der KD-Wert für SUR1 höher als die KD-Werte für SUR2A oder SUR2B. Die 





Abb. 4.23 Einfluss von 
S 920707 (, ¡, z) und 
HMR 1402 (, , |) auf 
die [3H]Ligand- Bindung 
an Membranen von SUR1 
(, ), SUR2A (¡, ) 
oder SUR2B (z, |) expri-
mierenden COS1- Zellen. 
Die Bindung von 0,3 nM 
[3H]Glibenclamid an 
Membranen mit SUR1 
wurde in Inkubationsan-
sätzen gemessen, die 5 
µg/ml Membranprotein 
und die angegebenen 
Konzentrationen der Sub-
stanz enthielten. Die Bin-
dung von 3 nM [3H]- 
P1075 an Membranen mit 
SUR2A oder SUR2B wur-
de in Inkubationsansätzen 
gemessen, die 30-70 µg/ml Membranprotein, 100 µM MgATP, 1 mM freies Mg2+ sowie die 
angegebenen Konzentrationen der Substanz enthielten. Die unspezifische Bindung wurde 
durch parallele Inkubationen in Gegenwart von 100 nM nicht-markiertem Glibenclamid bzw. 
100 µM nicht-markiertem Pinacidil definiert. Die Ergebnisse sind aufgeführt in Prozent der 
spezifischen [3H]Ligand-Bindung in Abwesenheit hemmender Substanzen. Angegeben sind 
die Mittelwerte ± SEM (falls größer als das Symbol) aus 4 Einzelexperimenten. 
 
Auch S 981639 (1-{3-(2,4-Dimethoxyphenyl)-N-[2-(4-(2-methoxyethoxy)-3-sulf-
amoylphenyl)ethyl]acrylamoyl}-3-methylthioharnstoff, Abb. 2.5) ist ein Thioharnstoff-
Derivat. Der Unterschied zu S 920707 besteht des weiteren in einer Methoxyethoxy-Gruppe 
anstelle der zur Ethylaminoseitenkette para-ständigen Methoxygruppe am aromatischen Ring 
B. Außerdem ist die Kette zwischen den Ringen A und B um zwei C-Atome verlängert. 
S 981639 verdrängte in kompetitiven Bindungsstudien [3H]Glibenclamid aus seiner Bindung 
an SUR1 halbmaximal bei 38,0 ± 1,46 µM (Hillkoeffizient n = 1,00 ± 0,03). Die Bindung von 
[3H]P1075 an SUR2A wurde halbmaximal bei 0,73 ± 0,03 µM (Hillkoeffizient n = 1,01 ± 
0,01) gehemmt. Aus seiner Bindung an SUR2B wurde [3H]P1075 halbmaximal bei einer 
S 981639-Konzentration von 1,04 ± 0,08 µM (Hillkoeffizient n = 1,00 ± 0,01) verdrängt 
(Abb. 4.24). Nach CHENG und PRUSOFF (1973) ergaben sich aus den gemessenen IC50-Werten 
die folgenden Dissoziationskonstanten: 24,6 ± 0,94 µM (SUR1), 0,68 ± 0,03 µM (SUR2A) 
und 0,83 ± 0,07 µM (SUR2B) (Tab. 4.3). In jedem Einzelversuch war der KD-Wert für SUR1 
höher als die KD-Werte für SUR2A oder SUR2B. Die Bevorzugung der Bindung an die 
SUR2-Subtypen war viel stärker ausgeprägt als bei S 920707 und HMR 1402 (Tab. 4.3). 
Ligand ( µM )




























Abb. 4.24 Einfluss von 
S 981639 auf die [3H]- 
Ligand- Bindung an 
Membranen von SUR1 
(), SUR2A (z) oder 
SUR2B (|) exprimieren-
den COS1- Zellen. Die 
Bindung von 0,3 nM 
[3H]Glibenclamid an 
Membranen mit SUR1 
wurde in Inkubationsan-
sätzen gemessen, die 5 
µg/ml Membranprotein 
und die angegebenen 
Konzentrationen der Sub-
stanz enthielten. Die Bin-
dung von 3 nM [3H]- 
P1075 an Membranen mit 
SUR2A oder SUR2B wur-
de in Inkubationsansätzen 
gemessen, die 30-70 µg/ml 
Membranprotein, 100 µM MgATP, 1 mM freies Mg2+ sowie die angegebenen Konzentratio-
nen der Substanz enthielten. Die unspezifische Bindung wurde durch parallele Inkubationen 
in Gegenwart von 100 nM nicht-markiertem Glibenclamid bzw. 100 µM nicht-markiertem 
Pinacidil definiert. Die Ergebnisse sind aufgeführt in Prozent der spezifischen [3H]Ligand-
Bindung in Abwesenheit hemmender Substanzen. Angegeben sind die Mittelwerte ± SEM 
(falls größer als das Symbol) aus 4 Einzelexperimenten. 
 
SH 951729 ((+)-N-{[4-[(5-Chlor-2-methoxybenzamido)methyl]-7-methoxy-6-
chromanyl]sulfonyl}-N-methylharnstoff, Abb. 2.5) und SH 951957 ((-)-N-{[4-[(5-Chlor-2-
methoxybenzamido)methyl]-7-methoxy-6-chromanyl]sulfonyl}-N-methylharnstoff, Abb. 2.5) 
sind zwei Enantiomere, die wie S 981639 eine modifizierte Kette zwischen den aromatischen 
Ringen A und B aufweisen. Zwischen der im Vergleich zu S 920707 zu einer Methylamino-
Einheit verkürzten Kette und dem Ring B ist ein Pyranring eingeschoben. Das (+)- und das    
(-)-Enantiomer unterschieden sich hinsichtlich ihrer SUR-Affinität (Abb. 4.25). SH 951729 
((+)-Enantiomer) verdrängte [3H]Glibenclamid aus seiner SUR1-Bindung halbmaximal bei 
955 ± 59,0 µM (Hillkoeffizient n = 1,05 ± 0,04), während der IC50-Wert von SH 951957 ((-)-
Enantiomer) für die Verdrängung von [3H]Glibenclamid an SUR1 bei 3,77 ± 0,28 µM (Hill-
koeffizient n = 0,95 ± 0,03) lag. Die errechneten Dissoziationskonstanten betrugen 618 ± 
38,2 µM für die (+)-Verbindung und 2,44 ± 0,18 µM für die (-)-Verbindung (Tab. 4.3). 
SH 951729 verdrängte [3H]P1075 halbmaximal aus seiner Bindung an SUR2A bei einer Kon-
zentration von 16,7 ± 0,33 µM (Hillkoeffizient n = 1,02 ± 0,02), während SH 951957 dies bei 
einer Konzentration von 0,19 ± 0,02 µM (Hillkoeffizient n = 1,00 ± 0,03) bewirkte. Als KD-
S 981639 ( µM )




























Werte ergaben sich 15,7 ± 0,31 µM (SH 951729) bzw. 0,17 ± 0,02 µM (SH 951957). Die 
Bindung von [3H]P1075 an SUR2B wurde durch SH 951957 halbmaximal bei 97,1 ± 5,94 nM 
(Hillkoeffizient n = 0,99 ± 0,01) gehemmt, was einer Dissoziationskonstanten von 77,7 ± 
4,75 nM entsprach (Tab. 4.3).  
Bei SH 951729 war in jedem Einzelversuch der KD-Wert für die Bindung an SUR1 
höher als der KD-Wert für SUR2A. Die Bevorzugung der Bindung an SUR2A war viel stärker 
ausgeprägt als bei S 920707 und HMR 1402 (Tab. 4.3).  
Bei SH 951957 war ebenfalls in jedem Einzelversuch der KD-Wert für die Bindung an 
SUR1 höher als die KD-Werte für SUR2A oder SUR2B. Die Bevorzugung der Bindung an die 
SUR2-Subtypen war stärker ausgeprägt als bei S 920707 und HMR 1402 (Tab. 4.3). 
 
 
Abb. 4.25 Einfluss von  
SH 951729 (, ¡) und   
SH 951957 (, , |) auf 
die [3H]Ligand- Bindung 
an Membranen von SUR1 
(, ), SUR2A (¡, ) 
oder SUR2B (|) exprimie-
renden COS1- Zellen. Die 
Bindung von 0,3 nM [3H]- 
Glibenclamid an Membra-
nen mit SUR1 wurde in 
Inkubationsansätzen ge-
messen, die 5 µg/ml 
Membranprotein und die 
angegebenen Konzentrati-
onen der Substanz enthiel-
ten. Die Bindung von 3 nM 
[3H]P1075 an Membranen 
mit SUR2A oder SUR2B 
wurde in Inkubationsan-
sätzen gemessen, die 30-
70 µg/ml Membranprotein, 100 µM MgATP, 1 mM freies Mg2+ sowie die angegebenen Kon-
zentrationen der Substanz enthielten. Die unspezifische Bindung wurde durch parallele Inku-
bationen in Gegenwart von 100 nM nicht-markiertem Glibenclamid bzw. 100 µM nicht-
markiertem Pinacidil definiert. Die Ergebnisse sind aufgeführt in Prozent der spezifischen 
[3H]Ligand-Bindung in Abwesenheit hemmender Substanzen. Angegeben sind die Mittelwerte 
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Substanz SUR1 SUR2A SUR2B KD (SUR1) / 
 KD [µM] KD [µM] KD [µM] KD (SUR2A) 
S 920707 15,6 ± 1,13 4,61 ± 0,56 4,00 ± 0,33 3,38 
HMR 1402 6,59 ± 0,40 0,99 ± 0,03 0,71 ± 0,12 6,66 
S 981639 24,6 ± 0,94 0,68 ± 0,03 0,83 ± 0,07 36,2 
SH 951729  618 ± 38,2 15,7 ± 0,31 Nicht bestimmt 39,4 
SH 951957 2,44 ± 0,18 0,17 ± 0,02 0,08 ± 0,00 14,4 
Tab. 4.3 Vergleich der KD-Werte von S 920707, HMR 1402, S 981639, SH 951729 und 
SH 951957 für die Bindung an Sulfonylharnstoffrezeptor-Subtypen. Die KD-Werte wurden 
nach CHENG und PRUSOFF (1973) unter Verwendung der in Bindungsexperimenten ermittel-
ten IC50-Werte sowie der KD-Werte von Glibenclamid (0,55 nM; DÖRSCHNER et al., 1999) 
oder P1075 (46 nM für SUR2A, 12 nM für SUR2B; SCHWANSTECHER et al., 1998) und den 
freien [3H]Ligand-Konzentrationen berechnet. Angegeben sind die Mittelwerte ± SEM aus 






5.1 KATP-Kanal unabhängige Insulinsekretion durch β-zytotrope Nährstoffe 
5.1.1 Blockade der KATP-Kanäle der B-Zellen durch Glipizid 
Um einen KATP-Kanal-unabhängigen Effekt einer Testsubstanz sichtbar zu machen, muss der 
KATP-Kanal-vermittelte Weg der Insulinsekretion „ausgeschaltet“ sein. Dies geschah in den 
Versuchen durch Perifusion der Pankreasinseln mit dem Sulfonylharnstoff Glipizid. Glipizid 
(Abb. 1.5 C) bindet hochaffin an die Sulfonylharnstoffrezeptor-Untereinheit des KATP-Kanals 
der B-Zelle und führt dadurch zum Schließen des Kanals. Die Wirkung auf den KATP-Kanal 
ist vermutlich der einzige Mechanismus, über den therapeutische Konzentrationen von Sulf-
onylharnstoffen die Insulinsekretion stimulieren (PANTEN et al., 1996). Die gewählte Kon-
zentration von 2,7 µM Glipizid entspricht einer freien Konzentration von etwa 1,6 µM (PAN-
TEN et al., 1989) und ist hoch genug, um alle KATP-Kanäle der B-Zellen zu blockieren. Zum 
einen ist aus früheren Untersuchungen bekannt, dass 4 bzw. >100 nM Glipizid in Anwesen-
heit von 10 mM Glucose eine halbmaximale bzw. maximale Insulinsekretion isolierter Maus-
Pankreasinseln auslöst (PANTEN et al., 1989). Außerdem wurden auch Perifusionen durchge-
führt, bei denen getestet wurde, ob ein Anstieg der Glipizid-Konzentration von 2,7 µM auf 
20 µM die Insulinsekretion steigerte. Dies war jedoch weder in Abwesenheit noch in Anwe-
senheit von 10 oder 40 mM Glucose der Fall (Abb. 4.5). Also kann bei der eingesetzten Gli-
pizid-Konzentration von 2,7 µM davon ausgegangen werden, dass unter den gewählten Ver-
suchsbedingungen tatsächlich alle KATP-Kanäle der B-Zelle geschlossen waren.  
 
5.1.2 KATP-Kanal-unabhängige Insulinsekretion bei Perifusion mit Glipizid 
Bei Pankreasinseln, die zuvor mit 2,7 µM Glipizid perifundiert worden waren, löste die zu-
sätzliche Gabe von 40 mM Glucose, 20 mM KIC, 20 mM KIV oder 10 mM PP eine KATP-
Kanal-unabhängige Insulinsekretion aus (Abb. 5.1). KIC bewirkte den stärksten und am 
längsten anhaltenden Effekt. KIV und PP bewirkten wesentlich schwächere und nur kurz an-
haltende Effekte. Glucose induzierte nur einen geringen initialen Anstieg der Sekretionsrate. 
Im folgenden sank die Rate wieder auf das Ausgangsniveau vor Glucose-Applikation ab, um 
dann kontinuierlich, aber sehr langsam anzusteigen. 
Gemeinsam ist Glucose, KIC, KIV und PP, dass sie von der B-Zelle zur Gewinnung 
metabolischer Energie genutzt werden können (SENER und MALAISSE, 1984; PANTEN et al., 
1984; PANTEN, 1987). Es ist daher denkbar, dass die Unterschiede in der KATP-Kanal-
unabhängigen β-zytotropen Wirkung der vier Substanzen daraus resultieren, dass sie unter-




reas-Inseln intensiv transaminiert, wobei durch zytosolische und mitochondriale Transamina-
sen die entsprechenden Aminosäuren L-Leucin, L-Valin und L-Phenylalanin entstehen (PAN-
TEN et al., 1972; MALAISSE et al., 1983; LENZEN et al., 1984, 1985; Abb. 5.2). Als Transami-
nierungspartner fungieren vor allem Glutamat und Glutamin, die zu α-Ketoglutarat umge-
wandelt werden (Abb. 5.2). α-Ketoglutarat als Intermediat des Citratzyklus führt einerseits 
direkt zu einer Vermehrung des Gehalts an Zyklus-Intermediaten und somit einer Steigerung 
der Kapazität des Zyklus. Andererseits wird in B-Zellen eine übermäßige Akkumulation von 
Citratzyklus-Intermediaten dadurch vermieden, dass Einschleusen von α-Ketoglutarat in den 
Citratzyklus den Efflux des Zyklus-Intermediats Malat aus den Mitochondrien ins Zytosol 
steigert (MALAISSE et al., 1980; MACDONALD, 1995; FARFARI et al., 2000). Aus Malat wird 
dann unter Einschaltung des zytosolischen Malat-Enzyms (ME), welches in B-Zellen eine 
hohe Aktivität hat (FARFARI et al., 2000), Pyruvat gebildet (Abb. 5.3). Pyruvat kann die B-
Zelle direkt oder nach Reduktion zu Lactat verlassen, es kann zu Alanin transaminiert werden 
oder es kann in die Mitochondrien aufgenommen werden und dort Acetyl-CoA liefern, das als 
Substrat für die Citratbildung dient. Letztendlich steigert α-Ketoglutarat also auf zwei Wegen 
die Umsatzrate des Citratzyklus und dadurch die Energielieferung. Es stellt sich die Frage, ob 
Unterschiede im Ausmaß der α-Ketoglutarat-induzierten Energielieferung die Unterschiede in 
der KATP-Kanal-unabhängigen β-zytotropen Wirkung von KIC, KIV und PP erklären können. 
 
 
Abb. 5.1 KATP- Kanal- unab-
hängige Steigerung der Insu-
linsekretion isolierter Maus- 
Pankreasinseln durch Zugabe 
von 20 mM KIC (z), 20 mM 
KIV ({), 10 mM PP () oder 
40 mM Glucose () zum Peri-
fusionsmedium ab Minute 61. 
Die Medien enthielten 2,7 µM 
Glipizid (Minute 1-104). Dar-
gestellt sind die Insulinsekre-
tionsraten in Prozent in Ab-
hängigkeit von der Perifusi-
onszeit in Minuten. Angege-
ben sind die Mittelwerte + 
oder – SEM aus 4-7 Einzelex-
perimenten. Die Sekretions-
rate der letzten Fraktion vor 
dem Umschalten auf das 
Testmedium (Minute 58) wur-
de auf 100 % gesetzt.  Zeit ( min )













































Abb. 5.2 Metabolisierung von α-Ketoisocapronat (KIC), α-Ketoisovalerat (KIV), β-
Phenylpyruvat (PP) und Monomethylsuccinat (MMS) sowie Aktivierung der Glutamat-
Dehydrogenase (GluDH) durch (-)-b-BCH. KIC, KIV und PP werden durch Aminotransfera-
sen zu den entsprechenden Aminosäuren L-Leucin, L-Valin und L-Phenylalanin transami-
niert. Als Reaktionspartner fungiert Glutamat oder Glutamin, aus denen α-Ketoglutarat ent-
steht. α-Ketoglutarat wird auch bei der Umsetzung von Glutamat durch die GluDH (durch    
(-)-b-BCH allosterisch aktiviert) gebildet. MMS wird durch intrazelluläre Esterasen zu Succi-
nat hydrolysiert. α-Ketoglutarat und Succinat sind Intermediate des Citratzyklus. Durch den 
aktivierten Citratzyklus werden vermehrt reduzierende Äquivalente (NADH, FADH2) als Sub-
strat für die Atmungskette produziert, was zu verstärkter ATP-Produktion führt. 
 
Unterschiede im Ausmaß der α-Ketoglutarat-induzierten Energielieferung würden sich 
ergeben, wenn der Transport in die B-Zellen, der Transport durch die innere Mitochondrien-
Membran und/oder die Transaminierung für den KIC-, KIV- und PP-induzierten Effekt limi-
tierend wirken würden. Über welches Protonen-gekoppeltes Monocarboxylat-Transport-
system diese α-Ketosäuren in die B-Zellen gelangen, ist noch unklar (HALESTRAP und PRICE, 
1999). Für KIC und PP ist jedoch eine schnelle Aufnahme in Inselzellen beobachtet worden, 
so dass die intrazellulären Konzentrationen dieser Substanzen etwa 20 % der extrazellulär 
applizierten Konzentrationen betragen (HUTTON et al., 1979; MALAISSE et al., 1983). Der 
KIV-Transport in B-Zellen ist bisher nicht untersucht worden. Die Monocarboxylat-
Transportsysteme anderer Zellen handhaben KIV aber sehr ähnlich wie KIC (JACKSON und 
HALESTRAP, 1996; BRÖER et al., 1998, 1999). Somit ist es unwahrscheinlich, dass wesentliche 
Unterschiede im Transport der drei α-Ketosäuren durch die B-Zell-Plasmamembran bestehen. 




KIC, KIV und PP auf sehr ähnliche Weise durchschleust, wie es in den Mitochondrien ande-
rer Zellen der Fall ist (HUTSON und RANNELS, 1985; HUTSON et al., 1990). In B-Zellen wer-
den KIC, KIV und vor allem PP, der schwächste Stimulator der Insulinsekretion (Abb. 5.1), 
intensiv transaminiert, mit besonders hoher Aktivität in den Mitochondrien (HUTTON et al., 
1979; MALAISSE et al., 1983; LENZEN et al., 1984, 1985, 1986). Es kann daher gefolgert wer-
den, dass Unterschiede im Ausmaß der α-Ketoglutarat-induzierten Energielieferung nicht als 
wesentliche Ursachen für die Unterschiede in der KATP-Kanal-unabhängigen β-zytotropen 




























Abb. 5.3 Eintritt von Produkten des Stoffwechsels von Glucose, KIC, KC, KIV, PP, MMS 
bzw. vom Produkt der Wirkung von (-)-b-BCH in den Citratzyklus. Die Lieferung von Citrat-
zyklus-Intermediaten erhöht die Kapazität, d.h. die Reaktionsgeschwindigkeit des Zyklus. Das 
Einschleusen von Intermediaten steigert auch den Efflux von Malat aus den Mitochondrien in 
das Zytosol (gepunktete Pfeile). Malat wird durch Malat-Enzym (ME) in Pyruvat umgewan-
delt. Pyruvat kann wieder in die Mitochondrien transportiert werden und dort Acetyl-CoA als 
Substrat für die Citratbildung liefern. (PC = Pyruvat-Carboxylase; PDH = Pyruvat-Dehydro-
genase; GluDH = Glutamat-Dehydrogenase; * = Substratketten-Phosphorylierung) 
 
Wenn KIC, KIV und PP unter den gegebenen Versuchsbedingungen für die B-Zelle 
unterschiedlich gute Energielieferanten sein sollten, so könnte dies nur noch aus dem spezifi-
schen Metabolismus (individueller Abbauweg der jeweiligen Substanz) jeder der α-













































Abb. 5.4 Spezifischer Abbau von α-Ketoisocapronat (KIC) und α-Ketoisovalerat (KIV). Beide 
Ketosäuren werden in den Mitochondrien durch die Verzweigtketten-Ketosäuren-
Dehydrogenase (BCKA-DH) oxidativ zu Isovaleryl-CoA bzw. Isobutyryl-CoA decarboxyliert. 
Bei dieser Reaktion und im Verlauf des weiteren Abbaus werden reduzierende Äquivalente 
gebildet, die von der Atmungskette zur ATP-Produktion genutzt werden können. KIC wird zu 
Acetoacetat und Acetyl-CoA metabolisiert. Beim Abbau von KIV entsteht Succinyl-CoA. Suc-
cinyl-CoA und besonders Acetyl-CoA als obligates Substrat für die Citratbildung aktivieren 
den Citratzyklus und somit die NADH/FADH2- Produktion bzw. die ATP-Produktion via At-
mungskette.  
 
Durch die Verzweigtketten-Ketosäuren-Dehydrogenase (BCKA-DH) findet eine oxi-
dative Decarboxylierung von KIC und KIV zu Isovaleryl-CoA bzw. Isobutyryl-CoA statt. Die 
Verstoffwechselung von KIC bzw. Isovaleryl-CoA führt über mehrere Zwischenstufen zu den 
Produkten Acetyl-CoA und Acetoacetat, wobei Acetoacetat teilweise in Acetyl-CoA umge-
wandelt werden kann (PANTEN und KLEIN, 1982). Acetyl-CoA als obligates Substrat für die 
Citratbildung kann eine starke Aktivierung des Citratzyklus bewirken. Daraus resultiert eine 
vermehrte Produktion von NADH und FADH2, die von der Atmungskette zur ATP-
Produktion genutzt werden können. Beim Abbau von KIV bzw. Isobutyryl-CoA entsteht kein 
Acetyl-CoA, sondern Succinyl-CoA. Genauso wie es zuvor für die Verwertung von α-
Ketoglutarat beschrieben wurde, kann auch Succinyl-CoA den Efflux des Zyklus-Intermediats 
Malat aus den Mitochondrien ins Zytosol steigern und auf dem Weg über Pyruvat intramito-
chondriales Acetyl-CoA liefern (Abb. 5.3). Allerdings ist dieser Weg der Acetyl-CoA-
Produktion viel weniger effektiv als der beim Abbau von KIC, weil Malat und Pyruvat im 
Zytosol auch zur Bildung von anderen Produkten (z.B. Aspartat, Alanin, Lactat) herangezo-




leinige Quelle für NADH und FADH2, sondern es entstehen diese reduzierenden Äquivalente 
auch unmittelbar (Abb. 5.4). PP kann in B-Zellen offenbar zu Phenylacetyl-CoA oxidativ de-
carboxyliert werden und dabei pro abgebautem PP-Molekül 1 NADH liefern (MALAISSE et 
al., 1983). Anders als in einigen anderen Zellen kann Phenylalanin, das Transaminierungs-
produkt von PP, in B-Zellen aber nicht zu Tyrosin hydroxyliert und dann weiter metabolisiert 
werden (PANTEN und LANGER, 1981). Eine Abschätzung des ATP-Gewinns aus dem spezifi-
schen Abbau von KIC, KIV und PP in B-Zellen (Tab. 5.1) zeigt, dass Unterschiede in der 
Energielieferung die Unterschiede in der KATP-Kanal-unabhängigen β-zytotropen Wirkung 
der drei α-Ketosäuren erklären können. 
 
 KIC KC     KIV ® PP 
Unmittelbares 
NADH und FADH2 
5 5 8      3  
Unmittelbarer ATP- 
Verbrauch   -1 
   -1    -0,5   
Acetyl-CoA    12 ¡    12 ¡   
Acetoacetat     5 |    
Substratketten-Phosphor- 
ylierung (Citratzyklus)  1 0,5  
Pyruvat     5     2,5   
Gesamt ATP 21 22 10,5 3 
 
Tab. 5.1 ATP-Gewinn aus dem spezifischen Abbau von KIC, KC, KIV und PP in B-Zellen.  
  Der Abbau von KIC zu Acetyl-CoA und Acetoacetat, von KC zu Acetyl-CoA und Succinyl-
CoA sowie von KIV zu Succinyl-CoA verbraucht 1 ATP (PETRIDES, 1997; Abb. 5.4). 
 PETRIDES, 1997 
| 20 % des gebildeten Acetoacetats wird oxidiert (PANTEN und KLEIN, 1982), das ATP-
Äquivalent von Acetoacetat beträgt 23 (PETRIDES, 1997). 
 Aus Daten von MALAISSE et al. (1980) wird geschätzt, dass 1/3 des aus zytosolischem Malat 
gebildeten Pyruvats in den B-Zell-Mitochondrien oxidiert wird (ATP-Äquivalent von Pyruvat 
= 15; PETRIDES, 1997). 
 Der Abbau von hohen Phenylpyruvat-Konzentrationen zu Phenylacetyl-CoA ist in den In-
seln offenbar möglich (MALAISSE et al., 1983). Der physiologische Abbau über Phenylalanin- 
und Tyrosin-Bildung findet in Inseln nicht statt (PANTEN und LANGER, 1981). 
® Es wurde angenommen, dass nach der Bildung von β-Hydroxyisobutyrat aus β-
Hydroxyisobutyryl-CoA (Abb. 5.4) nur 50 % des β-Hydroxyisobutyrats weiter metabolisiert 
werden, weil β-Hydroxyisobutyrat-Efflux aus den Mitochondrien und den B-Zellen 
wahrscheinlich ist (für Leber und Skelettmuskel beschrieben, WILLIAMSON et al., 1984; LEE 
und DAVIS, 1986). Dieser β-Hydroxyisobutyrat-Verlust der B-Zelle ist eher zu niedrig 




Diese Korrelation zwischen KATP-Kanal-unabhängiger Insulinsekretion und Energie-
lieferung schließt jedoch nicht aus, dass die unveränderten KIC-, KIV- und PP-Moleküle eine 
direkte Wirkung auf den Transport und/oder die Exozytose der insulinhaltigen Sekretionsgra-
nula ausüben. Es wäre aber ein merkwürdiger Zufall, wenn KIC, KIV und PP eine derartige 
direkte Wirkung mit einer Rangfolge ausüben würden, die gleichzeitig ihrer Fähigkeit zur 
Energielieferung durch ihren spezifischen Metabolismus entspricht. 
Der spezifische Metabolismus von KIC, KIV und PP kann zwar die Unterschiede in 
ihrer KATP-Kanal-unabhängigen β-zytotropen Wirkung erklären, aber nicht den Befund, dass 
die β-zytotrope Wirkung millimolare Konzentrationen dieser α-Ketosäuren erfordert (Abb. 
5.1). Die intrazellulären Konzentrationen dieser α-Ketosäuren liegen um etwa 80 % niedriger 
als die extrazellulär applizierten (HUTTON et al., 1979; MALAISSE et al., 1983). Sie spiegeln 
vor allem die zytosolischen Konzentrationen wider, weil das extraorganelläre Zytoplasma (= 
Zytosol) der B-Zelle rund 50 % des Zellvolumens ausmacht (PANTEN und LENZEN, 1988) und 
ausgeprägte intraorganelläre Anreicherung von KIC, KIV und PP bisher für keine Zelle be-
schrieben wurde. Aufgrund der allgemeinen Eigenschaften der Monocarboxylat-Transport-
systeme in der inneren Mitochondrien-Membran (HUTSON und RANNELS, 1985; HUTSON et 
al., 1990) dürften auch die intramitochondrialen Konzentrationen von KIC, KIV und PP in 
derselben Größenordnung liegen wie im Zytosol. Somit werden bei extrazellulärer Applikati-
on β-zytotroper α-Ketosäuren in den B-Zell-Mitochondrien Konzentrationen erwartet, die 10-
100fach über den KM-Werten dieser α-Ketosäuren für die Verzweigtketten-Ketosäuren-
Dehydrogenase, dem ersten Enzym beim Abbau von KIC und KIV (Abb. 5.4), das wahr-
scheinlich auch PP umsetzen kann, liegen (KM für KIC bzw. KIV ist 0,01-0,03 mM bzw. 0,03 
mM; RANDLE et al., 1984; PAXTON et al., 1988). Dazu passt die Beobachtung, dass 0,05 mM 
KIC die ATP-Produktion isolierter B-Zell-Mitochondrien halbmaximal stimuliert (LEMBERT 
und IDAHL, 1998). Daher kann das Benötigen millimolarer Konzentrationen von KIC, KIV 
oder PP zum Induzieren KATP-Kanal-unabhängiger Insulinsekretion nur daran liegen, dass 
diese hohen Konzentrationen erforderlich sind, um durch Transaminierungsreaktionen soviel 
α-Ketoglutarat in den B-Zell-Mitochondrien bereitzustellen, dass der Citratzyklus ausreichend 
mit Intermediaten aufgefüllt wird und mit gesteigerter Kapazität vermehrt reduzierende Äqui-
valente für die ATP-Produktion liefert. Dabei wird kontinuierlich endogenes Glutamin und 
Glutamat verbraucht, weil Intermediate u.a. für biosynthetische Zwecke aus dem Zyklus ab-
gezweigt werden. So kann nach einiger Zeit die Versorgung mit α-Ketoglutarat abnehmen 
und die Sekretionsrate wieder abfallen. Dieser Sekretionsabfall wird um so früher und stärker 




yl-CoA-Produktion und damit letztendlich zur Energiegewinnung verbraucht werden. Die 
Energiegewinnung aus dem spezifischen Stoffwechsel ist bei KIC viel höher als bei KIV und 
PP (Tab. 5.1). Daher „schont“ KIC die Zyklus-Intermediate viel stärker als es bei KIV und PP 
der Fall ist. 
Die KATP-Kanal-unabhängige β-zytotrope Wirkung von KIC, KIV und PP resultiert al-
so aus der Transaminierung der drei α-Ketosäuren und der durch Einschleusung von α-
Ketoglutarat gesteigerten Kapazität des Citratzyklus. In dieser Hinsicht unterscheiden sich die 
drei α-Ketosäuren nicht wesentlich. Dies drückt sich auch darin aus, dass die β-zytotropen 
Konzentrationen für KIC, KIV und PP in einem ähnlichen Bereich liegen. Die Unterschiede 
im spezifischen Metabolismus der drei α-Ketosäuren führen aber zu unterschiedlicher Verzö-
gerung des Verbrauchs an Zyklus-Intermediaten und damit zu Unterschieden im Ausmaß und 
in der Kinetik der Sekretionssteigerung.  
Durch 60-minütige substratfreie Perifusion bei gleichzeitig gesteigertem ATP-
Verbrauch als Folge der Glipizid-induzierten Sekretionsarbeit befindet sich die B-Zelle im 
Energiemangel-Zustand. In dieser Situation kann die Metabolisierung von KIC, KIV und PP 
unmittelbar in Gang gesetzt werden, ohne dass zunächst ATP-verbrauchende Reaktionen 
stattfinden müssen. Dagegen erfolgt die Metabolisierung von Glucose in den ersten Schritten 
der Glykolyse unter ATP-Verbrauch und muss dabei mit anderen ATP-verbrauchenden Reak-
tionen konkurrieren. Gleichzeitig kann eine kräftige Steigerung der  Energieproduktion durch 
den Citratzyklus erst dann in Gang kommen, wenn die Zyklus-Intermediate durch Vermitt-
lung der ATP-verbrauchenden Pyruvat-Carboxylase-Reaktion aufgefüllt worden sind. Diese 
Besonderheiten des Glucose-Metabolismus könnten erklären, warum die KATP-Kanal-
unabhängige β-zytotrope Wirkung von Glucose so sehr viel schwächer und langsamer ausfiel 
als die entsprechenden Wirkungen von KIC, KIV und PP (Abb. 5.1). 
 
5.1.3 KATP-Kanal-unabhängige Insulinsekretion bei Perifusion mit Glipizid und 
10 mM Glucose 
Um den Energiemangel der B-Zellen zu vermindern, wurden Versuche durchgeführt, bei 
denen außer Glipizid auch kontinuierlich 10 mM Glucose appliziert wurde. Auch unter diesen 
Bedingungen steigerte 20 mM KIC die Sekretion erheblich stärker als zusätzliche 30 mM 






Abb. 5.5 KATP- Kanal- unab-
hängige Steigerung der Insu-
linsekretion isolierter Maus-
Pankreasinseln durch Zugabe 
von 20 mM KIC (z), 20 mM 
KIV ({), 10 mM PP () oder 
30 mM Glucose () zum 
Perifusionsmedium ab Minute 
61. Die Medien enthielten 10 
mM Glucose und 2,7 µM Gli-
pizid (Minute 1-104). Darge-
stellt sind die Insulinsekreti-
onsraten in Prozent in Ab-
hängigkeit von der Perifusi-
onszeit in Minuten. Angege-
ben sind die Mittelwerte + 
oder – SEM aus 4 Einzelexpe-
rimenten. Die Sekretionsrate 
der letzten Fraktion vor dem 
Umschalten auf die Testsub-
stanz (Minute 58) wurde auf 
100 % gesetzt. 
 
40 mM Glucose bewirkte bei vorheriger Perifusion mit 10 mM Glucose und Glipizid 
ein ganz anderes Sekretionsmuster als bei vorheriger Perifusion mit nur Glipizid. In den ers-
ten 3 Minuten nach Erhöhung der Glucosekonzentration sank die Sekretionsrate auf 63 % des 
Ausgangsniveaus und erreichte erst danach schnell ein anhaltendes Plateau bei 180-200% 
(Abb. 5.5). Diese initiale Hemmung der Insulinsekretion fand nur in Gegenwart von Sulfon-
ylharnstoffen statt (vgl. Abb. 4.1) und wurde schon früher beschrieben (PANTEN et al., 1988). 
In dieser Phase nimmt die zytosolische Ca2+-Konzentration vorübergehend ab (HENQUIN, 
2000). Der Ca2+-Spiegel im Zytosol ist wahrscheinlich deshalb kurzfristig erniedrigt, weil das 
durch die aktivierte Glykolyse vermehrt produzierte ATP im Zytosol den ATP-abhängigen 
Ca2+-Transport ins endoplasmatische Retikulum antreibt. Bei den Versuchen ohne vorherige 
Perifusion mit 10 mM Glucose (Abb. 5.1) konnte man wahrscheinlich diesen transienten Ab-
fall der Sekretionsrate nach Zugabe von 40 mM Glucose deshalb nicht beobachten, weil Gli-
pizid in Abwesenheit von 10 mM Glucose die zytosolische Ca2+-Konzentration viel weniger 
erhöht als in Anwesenheit von 10 mM Glucose und damit ein kurzfristiges Senken der zytoso-
lischen Ca2+-Konzentration zu gering ausfällt, um sich im Sekretionsprofil bemerkbar zu ma-
chen. 
Die Verbesserung der Energieversorgung der B-Zellen durch vorherige Perifusion mit 
10 mM Glucose verhinderte den Wiederabfall der KIV-induzierten KATP-Kanal-unabhängigen 
Insulinsekretion und schwächte den Wiederabfall der KIC-induzierten KATP-Kanal-
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unabhängigen Insulinsekretion ab (vgl. Abb. 5.5 mit Abb. 5.1 ). Dies könnte einfach daran 
liegen, dass durch die Verbesserung des Energiestatus der B-Zelle der Vorrat an endogenem 
Glutamin und Glutamat, welche für die β-zytotrope Wirkung von KIV und KIC unbedingt 
erforderlich sind (s. S. 85, 90, Abb. 5.2), langsamer verbraucht wird. Der Wiederabfall der 
KIC-induzierten Sekretion (und auch der KC-induzierten Sekretion, Abb. 4.11) bei Anwesen-
heit von 10 mM Glucose hat aber sicher noch andere Ursachen, weil er nicht durch Glutamin 
(zellmembrangängige Vorstufe von Glutamat, das durch intramitochondriale Glutaminase zu 
Glutamat desaminiert wird) verhindert werden konnte (Abb. 4.8). KIC und KC könnten den 
Transport des Glykolyse-Produkts Pyruvat durch die innere Mitochondrien-Membran, die 
Pyruvat-Dehydrogenase und/oder die α-Ketoglutarat-Dehydrogenase hemmen (GIBSON und 
BLASS, 1976; CORKEY et al., 1981; JACKSON und SINGER, 1983; JACKSON und HALESTRAP, 
1996; BRÖER et al., 1999). Unwahrscheinlich ist, dass die sehr hohe Sekretionsrate den Vorrat 
an insulinhaltigen Granula innerhalb von 10 bis 20 Minuten so sehr erschöpft, dass dadurch 
die Insulinfreisetzung allmählich absinkt (KILPATRICK und ROBERTSON, 1998; RUSTENBECK, 
2002). 
Eine besondere Situation liegt beim sehr schnellen Wiederabfall der PP-induzierten 
KATP-Kanal-unabhängigen Insulinsekretion vor (Abb. 5.1, 5.5). Dieser Wiederabfall wurde 
nicht durch 10 mM Glucose verzögert und ging schließlich sogar in Sekretionsraten über, die 
unter den entsprechenden Sekretionsraten bei Kontrollversuchen ohne PP lagen (Abb. 4.2). 
Das Besondere dieser Sekretionsprofile resultiert vielleicht aus der Akkumulation eines inhi-
bitorischen PP-Metaboliten, z.B. Phenylacetyl-CoA oder Phenylessigsäure (s. S. 89). Phenyl-
acetyl-CoA ist ein Inhibitor der Pyruvat-Carboxylase (BAHL et al., 1997) und könnte daher 
die Glucose-induzierte Aktivierung des Citratzyklus und somit die Insulinsekretion hemmen 
(FARFARI et al., 2000). Zusätzlich könnten am Wiederabfall bei der PP-induzierten KATP-
Kanal-unabhängigen Insulinsekretion auch noch dieselben Hemm-Prozesse beteiligt sein wie 
bei der KIC- und KC-induzierten Sekretion (s. o.). Des weiteren wäre denkbar, dass der sehr 
geringe ATP-Gewinn aus spezifischem Abbau (Tab. 5.1) mitverantwortlich ist für die typi-
schen PP-induzierten Sekretionsprofile. Dagegen spricht jedoch das Fehlen eines Wiederab-
falls der Sekretion bei Stimulation KATP-Kanal-unabhängiger Insulinsekretion (in Anwesen-
heit von 10 mM Glucose) durch 10 mM MMS (Abb. 4.14). Dieser zellmembrangängige Ester 
wird intrazellulär durch Esterasen hydrolysiert, speist dadurch Succinat in den Citratzyklus 
und stimuliert auf diese Weise die Insulinsekretion (MACDONALD und FAHIEN, 1988; MAC-
DONALD, 1993; Abb. 5.2, 5.3). Für Succinat gibt es also sogar, anders als bei PP, überhaupt 




erwähnt werden, dass die β-zytotrope Wirkung von MMS schwächer war als diejenige ande-
rer Nährstoffe. Dies liegt möglicherweise an limitierender Esterase-Aktivität in den B-Zellen. 
20 mM KC bewirkte eine KATP-Kanal-unabhängige Insulinsekretion, deren Stärke und 
Kinetik mit der ihres Isomers KIC vergleichbar war (Abb. 4.11). KC wird analog KIC 
verstoffwechselt. KC wird im Zytosol und in den Mitochondrien von B-Zellen ähnlich gut 
wie KIC mit Glutamin und Glutamat zu L-Norleucin und α-Ketoglutarat transaminiert (LEN-
ZEN et al., 1982). KC wird auch in ähnlichem Ausmaß wie KIC in den Mitochondrien von 
Pankreasinseln oxidativ decarboxyliert (LENZEN et al., 1982). Dabei entsteht Valeryl-CoA, 
das durch β-Oxidation Acetyl-CoA und Propionyl-CoA bzw. Succinyl-CoA liefert. Der ATP-
Gewinn aus dem spezifischen Abbau von KC in B-Zellen (Tab. 5.1) und die Bereitstellung 
von α-Ketoglutarat in den Mitochondrien machen KC zu einem mit KIC vergleichbaren Ener-
gielieferanten für B-Zellen. Dies erklärt die ähnliche Potenz beider α-Ketosäuren bei der Sti-
mulation der KATP-Kanal-unabhängigen Insulinsekretion. 
Die ähnlichen β-zytotropen Potenzen von KC und KIC sprechen dagegen, dass am 
Wirkmechanismus der beiden Substanzen eine Aktivierung der Glutamat-Dehydrogenase 
(GluDH) durch die Transaminierungsprodukte L-Norleucin bzw. L-Leucin wesentlich betei-
ligt ist. L-Norleucin ist nämlich im Gegensatz zu L-Leucin, welches die GluDH sehr stark 
allosterisch aktiviert, nur ein schwacher allosterischer Aktivator der GluDH (PANTEN und 
LANGER, 1981). In B-Zellen ist normalerweise die GluDH-Reaktion (Abb. 5.2) nur zu einem 
kleineren Teil für die Versorgung des Citratzyklus mit Intermediaten verantwortlich, weil die 
Aktivität des intramitochondrialen Enzyms GluDH limitierend ist. Durch allosterische Akti-
vierung der GluDH kann die oxidative Desaminierung von Glutamat aber soviel α-Keto-
glutarat in den Citratzyklus einspeisen, dass es zur Stimulation der Insulinsekretion durch     
L-Leucin und einige damit chemisch verwandte Substanzen kommt. Zu solchen Substanzen 
gehört auch das nicht metabolisierbare L-Leucin-Analogon (-)-b-BCH, das die GluDH genau-
so stark aktiviert wie L-Leucin (GYLFE, 1976; SENER und MALAISSE, 1980; PANTEN und 
LANGER, 1981; Abb. 5.2). (-)-b-BCH bewirkte auch eine KATP-Kanal-unabhängige Insulinsek-
retion (Abb. 4.14; LUDWIG, 1991; BERTRAND et al., 2002). In Anwesenheit von 10 mM Glu-
cose + 10 mM Glutamin bzw. 10 mM Glucose war der KATP-Kanal-unabhängige Effekt von 
20 mM BCH (entsprechend 9 mM (-)-b-BCH, s. 3.1.2.3) nicht stärker als der von 20 mM KIV 
(Abb. 4.14, 5.5; LUDWIG, 1991). L-Valin, das Transaminierungsprodukt von KIV (Abb. 5.2), 
aktiviert die GluDH nicht und stimuliert die Insulinsekretion nicht (PANTEN, 1975; PANTEN 
und LANGER, 1981). Wenn nun in Anwesenheit von 10 mM Glucose KIV (20 mM) und (-)-b-




sekretion zunächst nicht wesentlich mehr stimuliert als es bei alleiniger Applikation einer der 
beiden Substanzen der Fall war, wobei die Sekretionsrate ein erstes Plateau erreichte (Abb. 
4.14). Überraschenderweise begann die Sekretionsrate aber etwa 20 Minuten nach Beginn der 
gleichzeitigen Applikation von KIV und (-)-b-BCH wieder anzusteigen und erreichte nach 
weiteren 20 Minuten ein neues Plateau der Sekretion (Abb. 4.14), das etwa der maximalen 
Sekretionsrate entsprach, die durch 20 mM KIC oder 20 mM KC induziert wurde (Abb. 5.5, 
4.11). Dieses Sekretionsprofil spiegelt möglicherweise eine zweistufige Aktivierung des Cit-
ratzyklus wider. Das erste Sekretionsplateau könnte dem Auffüllen des Citratzyklus mit In-
termediaten entsprechen. Die Versorgung des Citratzyklus mit Acetyl-CoA wäre aber noch 
durch unzureichendes Angebot an Pyruvat für die Pyruvat-Dehydrogenase limitiert, weil der 
Efflux von Malat aus den Mitochondrien noch nicht groß genug ist, um über die Malat-
Enzym-Reaktion so viel Pyruvat zu liefern, dass die Pyruvat-Dehydrogenase trotz Pyruvat-
verbrauchender Konkurrenzreaktionen optimal mit dem Substrat Pyruvat versorgt ist (Abb. 
5.3). Durch die gleichzeitige Aktivierung von zwei getrennten Wegen der Einspeisung von α-
Ketoglutarat in den Citratzyklus (Transaminierung von KIV und GluDH-Aktivierung durch  
(-)-b-BCH) könnte aber unter Erhalt der Auffüllung des Citratzyklus mit Intermediaten der 
Efflux von Malat aus den Mitochondrien noch weiter gesteigert werden, bis schließlich die 
Pyruvat-Dehydrogenase optimal mit Substrat versorgt ist. Dann wäre das zweite Sekretions-
plateau erreicht. 
Erstaunlich ist, dass KIC und KC eine stärkere KATP-Kanal-unabhängige Insulinsekre-
tion hervorriefen als Glucose. Beim Glucose-Metabolismus entsteht aus Pyruvat neben Ace-
tyl-CoA auch Oxalacetat durch Reaktion der Pyruvat-Carboxylase (Abb. 5.3). Auch bei der 
Verstoffwechselung von KIC und KC kann aus dem gebildeten α-Ketoglutarat im Citratzyk-
lus Oxalacetat entstehen (z.B. auch direkt durch Reaktion des α-Ketoglutarats mit Aspartat zu 
Oxalacetat und Glutamat; RUSTIN et al., 1997; Abb. 5.3). Somit können sowohl beim Abbau 
der Glucose als auch beim Abbau von KIC bzw. KC die beiden notwendigen Substrate für die 
Citratbildung, d.h. für die Aktivierung des Citratzyklus bereitgestellt werden. Unklar ist, in 
welchem Ausmaß dies jeweils geschieht. Im Gegensatz zu Glucose werden KIC und KC di-
rekt in den Mitochondrien verstoffwechselt, während die Glucose-induzierte Acetyl-CoA- 
und Oxalacetat-Bildung von zahlreichen vorgeschalteten Reaktionen abhängig sind, die zu 
Engpässen werden können: Glykolyse, Pyruvat-Transport in die Mitochondrien, Pyruvat-
Abbau durch die Pyruvat-Dehydrogenase, Pyruvat-Carboxylierung durch die Pyruvat-
Carboxylase. Dazu kommt noch die Abzweigung von Glucose-Produkten für andere Reaktio-




5.1.4 Kataplerose, die nicht der Energiegewinnung dient, und KATP-Kanal-unab-
hängiger Effekt 
Die Stimulation der KATP-Kanal-unabhängigen Insulinsekretion durch Nährstoffe (Glucose, 
KIC, KC, KIV, PP, MMS) und das Leucin-Analogon (-)-b-BCH kann als Folge vermehrter 
Bereitstellung von NADH und FADH2 für die Atmungskette und somit für die ATP-
Produktion erklärt werden. Dabei ist die quantitativ wichtigste Quelle für die reduzierenden 
Äquivalente der Citratzyklus, den die Nährstoffe und (-)-b-BCH durch Lieferung von Zyklus-
Intermediaten und Acetyl-CoA aktivieren. Das Auffüllen des Zyklus mit Intermediaten     
(Anaplerose) ist notwendig, um die Kapazität des Zyklus trotz des Abfließens von Interme-
diaten aus dem Zyklus (Kataplerose) zu erhalten oder sogar zu steigern (OWEN et al., 2002). 
Die Kataplerose dient jedoch nicht ausschließlich der Gewinnung metabolischer Energie, wie 
z.B. durch Steigerung des Pyruvat-Angebots an die Mitochondrien (Abb. 5.3), sondern auch 
biosynthetischen Zwecken, wie z.B. der Synthese von Aminosäuren und Lipiden. Daher stellt 
sich die Frage, ob nicht die Stimulation der KATP-Kanal-unabhängigen Insulinsekretion durch 
Nährstoffe und (-)-b-BCH aus Biosynthese-Förderung resultiert (Abb. 5.6). 
Neogenese von Glycerolphosphat (für die Triglyceridsynthese) oder Glucose gibt es in 
B-Zellen nicht, weil B-Zellen über keine Phosphoenolpyruvat-Carboxykinase verfügen 
(MACDONALD, 1995). Die von MAECHLER und WOLLHEIM (1999) vertretene Hypothese, dass 
die B-Zell-Mitochondrien anders als allgemein angenommen Glutamat produzieren und nicht 
verbrauchen und dass Glutamat als Trigger der KATP-Kanal-unabhängigen Insulinsekretion 
fungiert, ist mit den Ergebnissen der hier geschilderten Versuche mit β-zytotropen α-
Ketomonocarbonsäuren nicht vereinbar. Dies deckt sich mit den Befunden von MACDONALD 
und FAHIEN (2000), YAMADA et al. (2001) und BERTRAND et al. (2002), die ebenfalls gegen 
Glutamat als Trigger der KATP-Kanal-unabhängigen Insulinsekretion sprechen. 
Bei der Nährstoff-induzierten Insulinsekretion kann auch Citrat die B-Zell-
Mitochondrien verlassen und im Zytosol durch die Citrat-Lyase in Oxalacetat und Acetyl-
CoA gespalten werden (FARFARI et al., 2000). Acetyl-CoA steigert die Produktion von Ma-
lonyl-CoA, das zur Fettsäuresynthese verwendet werden kann. Gleichzeitig ist Malonyl-CoA 
ein Hemmstoff der Carnitin-Palmitoyl-Transferase 1 (CPT1), die in der äußeren Mito-
chondrien-Membran lokalisiert und für die Übertragung von Carnitin auf ein zytosolisches 
Acyl-CoA verantwortlich ist. Dabei entsteht die Fettsäure-Transportform, welche die Passage 
der Fettsäuren durch die innere Mitochondrien-Membran ermöglicht. Die Inhibition von 
CPT1 durch Malonyl-CoA hat also aufgrund der Hemmung des Fettsäuren-Transports in die 




Oxidation führt zu erhöhten Konzentrationen von Acyl-CoA im Zytosol. Da langkettige Acyl-
CoA-Moleküle verschiedene Gene, Enzyme und Ionenkanäle regulieren und die Exozytose 
von Insulingranula steigern, wurde postuliert, dass Citrat, Malonyl-CoA und zytosolische 
Acyl-CoA-Moleküle als Messenger-Moleküle bei der Nährstoff-induzierten Insulinsekretion 
fungieren (PRENTKI et al., 1992; CORKEY et al., 2000; FARFARI et al., 2000). Es gibt aber Be-
funde, die nicht zu dieser Vorstellung passen. Zum einen hemmt eine Verminderung der Ma-
lonyl-CoA-Bildung die Glucose-induzierte Insulinsekretion perifundierter isolierter Rattenin-
seln nicht (SENER und MALAISSE, 1991). Zum anderen beeinträchtigt Triacsin C, ein Inhibitor 
der Langketten-Acyl-CoA-Synthetase, die Glucose-induzierte Insulinsekretion Insulin-sezer-
nierender Zellen nicht, obwohl es die Palmitat-Oxidation der Zellen hemmt (ANTINOZZI et al., 
1998). Schließlich zeigen Patch-Clamp-Experimente, dass langkettiges Acyl-CoA die KATP-
Kanäle von B-Zellen öffnet, was zur Hemmung der Insulinsekretion führt (LARSSON et al., 
1996). 
Somit ist es unwahrscheinlich, dass Kataplerose, die nicht der Energiegewinnung 
dient, an der Stimulation der KATP-Kanal-unabhängigen Insulinsekretion durch Glucose, KIC, 
KC, KIV, PP, MMS und (-)-b-BCH beteiligt ist. 
 
Abb. 5.6 KATP- Kanal-
vermittelte und –unabhän-
gige Insulinsekretion. ATP 
als Produkt des Energie-
stoffwechsels der B-Zelle 
reduziert die Offenwahr-
scheinlichkeit der KATP-
Kanäle und induziert so die 
Insulinsekretion. Mögli-
cherweise fungiert ATP 
darüber hinaus auch als 
Trigger der KATP-Kanal-
unabhängigen Sekretion, 
z.B. durch eine Wirkung auf 
den exozytotischen Prozess 
(1). Wenig wahrscheinlich 
ist Stimulation der Exozyto-
se durch Förderung biosyn-
thetischer Prozesse über 
den Efflux von Citratzyklus-

























5.1.5 Angriffspunkte für ATP, die den KATP-Kanal-unabhängigen Effekt vermitteln 
könnten 
Eine Steigerung der ATP-Produktion ist die beste Erklärung für die Stimulation der KATP-
Kanal-unabhängigen Insulinsekretion in meinen Versuchen (Abb. 5.6), in Übereinstimmung 
mit früheren Hypothesen (PANTEN et al., 1988; RUSTENBECK et al., 1997; HENQUIN, 2000). 
Als Angriffspunkte für ATP konnten die Phospholipase A2 (bildet Arachidonsäure), die 
Phosphatidylinositol-3-Kinase, die Phospholipase C/Proteinkinase C-Signalkaskade, die 
NO/cGMP-Signalkaskade und die cAMP-Bildung mit anschließender Aktivierung der Prote-
inkinase A ausgeschlossen werden (HENQUIN, 2000). Bisher nicht ausgeschlossene potentielle 
Angriffspunkte für ATP sind u.a. die Ca2+-Calmodulin-abhängige Proteinkinase II (EASOM, 
1999; BHATT et al., 2000), der Transport-Mechanismus für die insulinhaltigen Sekretionsgra-
nula an die B-Zellmembran und das Andocken („Docking“) und Priming (ELIASSON et al., 
1997) der Granula an der Plasmamembran. 
 
5.2 Struktur-Wirkungsbeziehungen für die Interaktion von Sulfonylharnstof-
fen und Analoga mit SUR-Subtypen 
5.2.1 Phosphatgruppe als anionische Funktion eines Sulfonylharnstoff-Analogons 
MEYER et al. (1999) haben gezeigt, dass eine anionische Funktion wie die Sulfonylharnstoff-
Gruppe im Glibenclamid oder die Carboxylgruppe im Meglitinid die Wechselwirkung von 
Sulfonylharnstoffen und Analoga mit SUR-Isoformen begünstigt. Es sollte geprüft werden, ob 
auch eine Phosphatgruppe die anionische Funktion übernehmen kann. {4-[2-(5-Chlor-2-
methoxybenzamido)ethyl]phenyl}phosphat (Abb. 2.3 A) unterscheidet sich vom Meglitinid 
(Abb. 5.10) durch den Austausch dessen Carboxylgruppe durch eine mit Phosphorsäure ve-
resterte Hydroxylgruppe. Die gefundene Affinität (1/KD) dieses Phosphorsäure-Esters für die 
Bindung an SUR1 war etwa 7fach größer als die entsprechenden Affinitäten von Meglitinid 
und seinem Sulfonsäure-Analogon (Tabelle 4.1; MEYER et al., 1999; DÖRSCHNER et al., 
1999). Auch die Potenz (1/EC50) dieses Phosphorsäure-Esters für die Hemmung von KATP-
Kanälen des SUR1/KIR6.2-Typs war größer (5-8fach) als die entsprechenden Potenzen von 
Meglitinid und seinem Sulfonsäure-Analogon (Abb. 4.17; DÖRSCHNER et al., 1999; SCHWAN-
STECHER et al., 1994). Diese Befunde zeigen, dass eine Phosphatgruppe eine günstigere Inter-
aktion mit SUR1 ermöglicht als eine Carboxyl- oder Sulfonylgruppe. Ursache könnte die 
stärkere Ladung des Phosphat-Restes sein und/oder die flexiblere Verknüpfung des Phosphat-




Peptiden bzw. Tyrosinphosphat-Peptiden als endogenen Liganden für Sulfonylharnstoff-




















Abb. 5.7 Modell der Interaktion unterschiedlicher anionischer Gruppen von Sulfonylharn-
stoff-Analoga mit Carboxylgruppe (A), Sulfonylgruppe (B) oder Phosphatgruppe (C) mit 
SUR1.  
 
Meglitinid zeigt keine SUR1-Selektivität, da seine anionische Gruppe über keinen li-
pophilen Substituenten (wie z.B. den Cyclohexylring bei Glibenclamid) verfügt (MEYER et 
al., 1999). Demzufolge wäre auch beim Phosphorsäure-Ester keine SUR1-Selektivität zu er-
warten gewesen. Der KD-Wert für die Bindung an SUR1 erwies sich jedoch als signifikant 
niedriger als die KD-Werte für die SUR2-Isoformen (Tab. 4.1). Dieser Unterschied ist aber 
möglicherweise ein experimentelles Artefakt. Es kann nämlich nicht ausgeschlossen werden, 
dass bei den Bindungsexperimenten mit Membranen von SUR2-Isoformen exprimierenden 
Zellen der Phosphorsäure-Ester durch membranständige Phosphatasen stärker hydrolysiert 
wurde als es bei den Bindungsexperimenten mit SUR1-haltigen Membranen der Fall war. 
Phosphatasen sind in derartigen Membranpräparationen immer zu erwarten, und die Memb-
rankonzentrationen waren in den Bindungsexperimenten mit SUR2-Isoformen etwa 10fach 
höher als in den Bindungsexperimenten mit SUR1. Diese Interpretation der Affinitätsunter-
schiede wird gestützt durch die Beobachtung, dass bei der Durchführung der Bindungsexpe-
rimente in Gegenwart von 6 mM NaF (Phosphatase-Inhibitor) der IC50-Wert des Phosphor-
säure-Esters für die [3H]P1075-Verdrängung aus seiner Bindung an SUR2A von 13,7 µM auf 
7,01 µM gesenkt wurde. 
Durch Hydrolyse des Phosphorsäure-Esters entsteht 5-Chlor-N-[2-(4-hydroxy-




grund eines pKS-Wertes von etwa 10 bei den gegebenen Versuchsbedingungen (pH 7,40) 
praktisch vollständig undissoziiert vor, besitzt also keine anionische Gruppe. Erwartungsge-
mäß waren die gefundenen Affinitäten dieser Verbindung zu den drei SUR-Subtypen um den 
Faktor 22-55 niedriger als die des Phosphorsäure-Esters (Tab. 4.1). 
 
5.2.2 SUR-Affinität von Repaglinid und Analoga sowie deren Stereoisomeren 
Das Benzoesäure-Derivat Repaglinid (NovoNorm®, Abb. 2.4, 5.8) band an SUR1, SUR2A 
und SUR2B mit sehr ähnlichen Affinitäten (KD ≈ 50 nM, Tab. 4.2). Repaglinid war also für 
keine dieser Rezeptor-Bindungsstellen selektiv. Diese Ergebnisse passen zu Patch-Clamp-
Experimenten, die für die Repaglinid-induzierte Hemmung von KATP-Kanälen der Typen 
SUR1/KIR6.2, SUR2A/KIR6.2 und SUR2B/KIR6.2 sehr ähnliche Potenzen mit EC50-Werten 
im Bereich von 7-10 nM ergaben (DABROWSKI et al., 2001). Die Affinität von Repaglinid für 
die Bindung an SUR2A und SUR2B war 5-6fach höher als die entsprechenden Affinitäten 
von Glibenclamid (KD–Wert von Glibenclamid für die Bindung an SUR2A bzw. SUR2B = 
290 nM bzw. 250 nM; DÖRSCHNER et al., 1999). Es ist unwahrscheinlich, dass dies am Fehlen 
eines möglicherweise sterisch hemmenden Substituenten in Nachbarschaft zur anionischen 
Gruppe liegt. Im Falle des Glibenclamid-Moleküls steigert jedenfalls das Fehlen des der anio-
nischen Gruppe benachbarten Cyclohexylrings die Affinität für SUR2 nicht (MEYER et al., 
1999). Somit ist anzunehmen, dass Molekülbereiche des Repaglinids, über die Glibenclamid 
nicht verfügt (Piperidin-Rest am aromatischen Ring A, Isobutyl-Rest an der die beiden aro-
matischen Ringe A und B verbindenden Kette und Ethoxy-Rest am Ring B, Abb. 5.8), für die 
stärkere Bindung an SUR2A und SUR2B verantwortlich sind.  
Das R-Enantiomer des Repaglinids, AG-EE 624 ZW, zeigte ebenfalls keine Selektivi-
tät für eine der SUR-Isoformen, hingegen eine 100fach geringere Affinität zu SUR1 und 
SUR2A (KD ≈ 5 µM) als sein Spiegelbild-Isomer (Tab. 4.2). Somit befinden sich beim Re-
paglinid (S-Enantiomer) die Substituenten am asymmetrischen C-Atom in einer für die Bin-
dung an die SUR-Subtypen besonders günstigen räumlichen Anordnung.  
AG-EE 319 ZW (Abb. 2.4) unterscheidet sich vom Repaglinid durch das Vorliegen 
einer Propyl- anstelle der Isobutylgruppe an der die aromatischen Ringe A und B verbinden-
den Kette und durch das Fehlen der Ethoxygruppe am Ring B. Auch diese Verbindung band 
mit gleicher Affinität an SUR1 und SUR2A (Tab. 4.2). Obwohl der KD-Wert für die Bindung 
an SUR2B 3fach höher lag, kann dieser geringfügige Unterschied nicht als Indiz dafür gewer-
tet werden, dass AG-EE 319 ZW eine gewisse Selektivität für SUR1 und SUR2A besitzt. Die 




im Vergleich zu Repaglinid könnte in der geringeren Lipophilie dieser Verbindung begründet 
sein. Repaglinid kann aufgrund seiner Isobutylgruppe und v.a. aufgrund der zusätzlichen Eth-
oxygruppe mehr hydrophobe Wechselwirkungen mit der Bindungsstelle eingehen als AG-EE 
319 ZW. 
AG-EE 436 ZW, das Spiegelbild-Isomer (R-Konfiguration) des AG-EE 319 ZW (S-
Konfiguration), führte wiederum zu einer Bindung mit gleicher Affinität an die Rezeptor-
Subtypen (Tab. 4.2). Die ermittelten KD-Werte von etwa 10 µM lagen allerdings um den Fak-
tor 10 höher als bei AG-EE 319 ZW. Wie bei dem Enantiomeren-Paar Repaglinid (S) und 
AG-EE 624 ZW (R) zeigte also auch hier das S-Enantiomer die höhere Rezeptoraffinität. Of-
fenbar ermöglicht die in der S-Konfiguration vorliegende räumliche Anordnung generell eine 
bessere Anpassung an die Rezeptorbindungsstelle. 
AG-DD 1461 ZW (Abb. 2.4) verfügt im Gegensatz zu AG-EE 319 ZW/AG-EE 436 
ZW über keine Alkylgruppe an der die beiden aromatischen Ringe A und B verbindenden 
Kette. Auch diese Verbindung unterschied bei der Bindung nicht zwischen SUR1 und 
SUR2A (Tab. 4.2). Der KD-Wert für die Bindung an SUR2B (KD = 1,3 µM) war etwas kleiner 
als der KD-Wert für die SUR2A-Bindung (KD = 4,5 µM). Dieser Unterschied war aber zu ge-
ring, um für AG-DD 1461 ZW eine SUR2B-Selektivität sicher zu belegen. Die Affinität zu 
SUR1 und SUR2A war vergleichbar mit der von AG-EE 624 ZW und AG-EE 436 ZW, und 
sie erwies sich als deutlich geringer als die von Repaglinid und AG-EE 319 ZW (Tab. 4.2). 
Das bedeutet, dass das Vorliegen einer Alkylgruppe, sofern sie sich in der S-Konfiguration 
befindet, sich vorteilhaft auf die Bindung an SUR1 und SUR2 auswirkt.  
Zusammenfassend lässt sich sagen, dass alle getesteten Substanzen jeweils mit sehr 
ähnlicher Affinität an SUR1, SUR2A und SUR2B banden, d.h. eine Selektivität für einen der 
drei Rezeptor-Subtypen konnte nicht gezeigt werden. Dies führt zu der Schlussfolgerung, dass 
Repaglinid und Analoga Bindungsstellen am SUR besetzen, die allen drei Subtypen gemein-
sam sind. Die unterschiedlichen Affinitäten der einzelnen Testsubstanzen für die SUR-
Bindung erklären sich aus deren Konfiguration (S-Konfiguration ist vorteilhaft) und deren 
Substitutionsmuster (Alkylgruppe an der die aromatischen Ringe A und B verbindenden Kette 
und Ethoxygruppe am Ring B sind vorteilhaft). Ein Modell für die Anpassung von Repaglinid 
an seine Bindungsstelle ist in Abb. 5.8 dargestellt. Die SUR2-Isoformen, aber auch SUR1 
verfügen über Regionen, welche die Bindung der anionischen Gruppe am aromatischen Ring 
B und die Bindung des aromatischen Ringes A vermitteln (MEYER et al., 1999). Möglicher-




Isobutyl- und Ethoxygruppe. Dies würde die gleichermaßen hohe Affinität von Repaglinid für 




















Abb. 5.8 Modell der Bindungsstellen-Bereiche für Repaglinid am SUR2A und SUR2B. Auf 
SUR2A und SUR2B, aber auch auf SUR1 existieren Bereiche mit guter Passform für die ani-
onische Gruppe und den aromatischen Ring A sowie für weitere Bestandteile des Repaglinid-
Moleküls (Piperidinring am Ring A, Isobutylgruppe an der die Ringe A und B verbindenden 
Kette , Ethoxygruppe am Ring B).  
 
Nicht abschließend geklärt ist bislang die Frage, ob Repaglinid mit derselben Bin-
dungsstelle wie Glibenclamid interagiert. Fest steht, dass Repaglinid in Bindungsexperimen-
ten [3H]Glibenclamid aus seiner Bindung am SUR1 verdrängt. Das weist darauf hin, dass Re-
paglinid zumindest Teile der Glibenclamid-Bindungsstelle besetzen kann. Bei Bindungsexpe-
rimenten mit [3H]Repaglinid als zu verdrängendem Liganden bewirkt Repaglinid schon bei 
niedrigeren Konzentrationen eine halbmaximale Verdrängung als bei Verdrängung von [3H]-
Glibenclamid (FUHLENDORFF et al., 1998). Eine Interpretationsmöglichkeit für diesen Befund 
wäre, dass Repaglinid und Glibenclamid durch die Besetzung völlig getrennter Bindungsstel-
len auf einem Sulfonylharnstoff-Rezeptor wirken. Andererseits kann man diesen Befund auch 
dann erklären, wenn es auf einem Sulfonylharnstoff-Rezeptor nur eine einheitliche Bindungs-
stelle für Repaglinid und Glibenclamid gibt. In diesem Fall wäre zu postulieren, dass die von 
















































Abb. 5.9 Modell einer einheitlichen Bindungsstelle für Sulfonylharnstoffe und Analoga am 
SUR1. Repaglinid bindet an Teile des Glibenclamid-bindenden Areals und darüber hinaus 
noch an andere Bereiche der Bindungsstelle.  
 
Abb. 5.9 zeigt ein Modell einer einheitlichen Bindungsstelle für Sulfonylharnstoffe 
und Analoga am SUR1. Die SUR1-Bindungstasche unterscheidet sich (u.a.) von SUR2 durch 
ein größeres Raumangebot für voluminöse lipophile Substituenten wie den Cyclohexylring 
des Glibenclamids. An der hochaffinen Bindung von Glibenclamid an SUR1 sind verschiede-
ne Molekülbereiche beteiligt. Dazu zählen die Cyclohexylgruppe, des weiteren der aromati-
sche Ring B, an den die anionische Sulfonylharnstoff-Gruppe geknüpft ist sowie ein lipophi-
ler Substituent (Ring A), der über eine kurze aliphatische Kette mit einer Amidgruppe mit 
dem aromatischen Ring B verbunden ist (s. auch Abb. 2.2). Repaglinid verfügt über keinen 
lipophilen Substituenten an der anionischen Gruppe. Es kann nur deshalb mit insgesamt höhe-
rer Affinität an die Bindungsstellen-Areale binden als Glibenclamid (FUHLENDORFF et al., 
1998), weil das Repaglinid-Molekül zusätzliche ausgeprägt lipophile Strukturen (Piperidin-
ring, Isobutyl- und Ethoxygruppe) aufweist, die nicht im Glibenclamid vorkommen und die 
über besondere Bindungsstellen-Areale die Bindung von Repaglinid so sehr hochaffin ma-
chen (Abb. 5.9).  
Im Gegensatz zu Glibenclamid und anderen Sulfonylharnstoffen interagieren Repagli-
nid und Analoga nur mit Bindungsstellen-Arealen, die SUR1, SUR2A und SUR2B gemein-
sam sind und zeigen somit keine Selektivität für die Bindung an einen der Rezeptor-Subtypen. 
Eine klinische Relevanz der mangelnden SUR1-Selektivität von Repaglinid ist bislang nicht 




5.2.3 SUR2-Selektivität von Sulfonylharnstoff-Derivaten mit meta-ständiger Methyl- 
(thio)harnstoff-Gruppe 
SUR2A-selektive Verbindungen sind von Interesse für die Entwicklung von Pharmaka zur 
Prävention sogenannter Reentry-Arrhythmien, die dem plötzlichen Herztod vorausgehen kön-
nen. Eine Verbindung, die selektiv den KATP-Kanal in der Plasmamembran von Herzmuskel-
zellen (SUR2A/KIR6.2), nicht aber den in der Mitochondrien-Membran von Herzmuskelzellen 
sowie den in Gefäßmuskelzellen und B-Zellen blockiert, könnte vor Ischämie-induzierter 
ventrikulärer Fibrillation schützen (GÖGELEIN et al., 1999; RUSS et al., 2001), ohne Neben-
wirkungen auf den Tonus der Gefäßmuskulatur oder die Glucose-Homöostase zu zeigen. 
Glibenclamid (Abb. 5.10) bindet mit hoher Affinität an SUR1, jedoch mit einer um 
den Faktor 500 niedrigeren Affinität an die SUR2-Isoformen (DÖRSCHNER et al., 1999). Die 
SUR1-Selektivität des Glibenclamids wird bedingt durch den Cyclohexylring, also den volu-
minösen lipophilen Substituenten am terminalen N-Atom der Sulfonylharnstoff-Gruppe 
(MEYER et al., 1999). Offenbar ist die Bindungstasche der SUR2-Isoformen kleiner als die 
von SUR1, so dass große lipophile Reste dort keinen Platz finden. 
Durch Ersatz des Cyclohexylrings im Glibenclamid-Molekül durch eine Methylgruppe 
(HB 985, Abb. 5.10) verringert sich die SUR1-Selektivität, ohne dass SUR2-Selektivität ent-
steht (KD = 0,6 µM für SUR1, 2,2 µM für SUR2A und 1,8 µM für SUR2B; MEYER et al., 
1999). Durch meta-Arrangement einer para-ständigen Sulfonylmethylharnstoff-Gruppe zur 
Ethylaminoseitenkette am Ring B und Einfügen einer Methoxygruppe an der ursprünglichen 
Position der Sulfonylharnstoff-Gruppe (S 920707, Abb. 5.10) beobachtete man eine Umkehr 
der Affinitäten. S 920707 zeigte eine 3-4fach höhere Affinität zu SUR2 als zu SUR1 (Tab. 
4.3). Der Vergleich der KD-Werte für S 920707 mit den entsprechenden KD-Werten für 
HB 985 zeigt, dass die bevorzugte SUR2-Bindung von S 920707 vor allem auf eine gemin-
derte Affinität für SUR1 zurückgeführt werden kann. Dies könnte daran liegen, dass die im 
Vergleich zu den therapeutisch genutzten Sulfonylharnstoffen (z.B. Glibenclamid) sehr un-
gewöhnliche Anordnung der Substituenten am Benzolring B eine Interaktion mit den Bin-
dungstaschen-Bereichen von SUR1, welche die anionische Gruppe und den Cyclohexylring 
des Glibenclamids binden, verhindert. Es ist auffallend, dass die SUR1-Affinität von 
S 920707 (KD = 15,6 µM) sogar noch etwas geringer war als die von Meglitinid (Abb. 5.10, 
KD = 6,8 µM; MEYER et al., 1999), welches über keinen Substituenten verfügt, der mit dem 
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Abb. 5.10 Strukturformeln von Glibenclamid, HB 985, S 920707 und Meglitinid.  
 
HMR 1402 (Abb. 2.5) unterscheidet sich von S 920707 durch eine zusätzliche Meth-
oxygruppe in para-Stellung zu einer Sulfonylthioharnstoff-Funktion am Ring B. HMR 1402 
zeigte zu SUR1 eine doppelt so hohe und zu den SUR2-Isoformen eine 4-mal so hohe Affini-
tät wie S 920707 (Tab. 4.3), erwies sich somit als 2fach SUR2-selektiver (KD(SUR1)/ 
KD(SUR2A) ≈ 7) als S 920707. Es ist anzunehmen, dass die größere SUR2-Selektivität zu-
mindest zum Teil durch den Austausch von Harnstoff durch Thioharnstoff zustande kommt 
(GÖGELEIN et al., 1998), während die bessere Bindung an SUR1 (und auch an die SUR2-
Isoformen) auf die zusätzlich vorhandene Methoxygruppe zurückzuführen sein könnte, wel-
che die Lipophilie der Verbindung erhöht und somit vermehrt hydrophobe Wechselwirkungen 
mit dem Rezeptor ermöglicht.  
Sowohl S 920707 als auch HMR 1402 zeigten auch in Experimenten an nativen kardi-
alen und an klonierten pankreatischen KATP-Kanälen eine größere Potenz zum Hemmen der 
Öffnungswahrscheinlichkeit von SUR2A/KIR6.2-Kanälen als von SUR1/KIR6.2-Kanälen 
(ENGLERT et al., 2001). Allerdings erwies sich hierbei S 920707 als deutlich SUR2A-
selektiver als HMR 1402. Dieser Unterschied zu den oben genannten Ergebnissen aus Bin-




Untersuchungen mit intakten Zellen auch noch unterschiedliche Verteilungen von S 920707 
und HMR 1402 in das Innere von Herzmuskelzellen bzw. pankreatischen B-Zellen eine Rolle 
spielen.  
Der strukturelle Unterschied von S 981639 (Abb. 2.5) im Vergleich zu S 920707 be-
steht zum einen in einer um 2 C-Atome verlängerten Kette zwischen den Benzolringen A und 
B. Außerdem ist der Harnstoff-Teil durch einen Thioharnstoff-Teil ausgetauscht. Schließlich 
ist noch die zur Methylthioharnstoff-Gruppe ortho-ständige Methoxygruppe vergrößert zur 
Methoxyethoxy-Gruppe. S 981639 zeigte eine geringfügig niedrigere SUR1-Affinität als 
S 920707, die Bindungsaffinitäten zu den SUR2-Isoformen erwiesen sich jedoch als etwa 6-
mal so hoch (Tab. 4.3). Der errechnete Selektivitätsfaktor KD(SUR1)/KD(SUR2A) ≈ 36 über-
stieg denjenigen von S 920707 um das 10fache. Die stärkere Bindung an SUR2 ist wahr-
scheinlich teilweise bedingt durch die Thioharnstoff-Gruppe. Eine weitere Ursache für die 
höhere SUR2-Affinität von S 981639 könnte die verlängerte, die aromatischen Ringe A und B 
verbindende Kette sein. Vielleicht wird den beiden Ringen A und B durch die Verlängerung 
des flexiblen Bindungsgliedes eine Position ermöglicht, welche die Wechselwirkung mit 
SUR2 verbessert. Diese Vorstellung wird gestützt durch die ermittelten Bindungsaffinitäten 
für SH 951729 ((+)-Enantiomer) und SH 951957 ((-)-Enantiomer). Bei diesen beiden Verbin-
dungen (Abb. 2.5) sind für die beiden aromatischen Ringe A und B die Anordnungsmöglich-
keiten zueinander durch den eingefügten Pyranring stark eingeschränkt. Im Fall von SH 
951729 wurde dadurch die Interaktion mit den SUR-Subtypen generell verschlechtert, insbe-
sondere aber wurde die Affinität für SUR1 ungewöhnlich niedrig. Daraus resultierte zwar 
eine ausgeprägte SUR2-Selektivität (KD(SUR1)/KD(SUR2A) ≈ 39), die Affinität (1/KD) für 
SUR2A (KD = 16 µM) war aber die niedrigste aller getesteten Substanzen. Es erscheint daher 
fraglich, ob die Weiterentwicklung von SH 951729 zu einem brauchbaren Antiarrhythmikum 
führen kann. Im Fall von SH 951957 wurde durch den Pyranring die Affinität für die SUR-
Subtypen generell gesteigert. Gegenüber S 920707, dem strukturellen Pendant ohne Pyran-
ring, war die SUR2A-Affinität 27fach gesteigert, bei gleichzeitiger Zunahme der SUR2A-
Selektivität (KD(SUR1)/KD(SUR2A)) von 3,4 auf 14 (Tab. 4.3). Somit könnte SH 951957 
Ausgangssubstanz für die Entwicklung eines therapeutisch einsetzbaren Antiarrhythmikums 
sein. Es stellt sich die Frage, ob diese SUR2-Selektivität durch den Ersatz der Harnstoff- 
durch eine Thioharnstoff-Gruppe noch weiter verbessert werden könnte.  
In funktionellen Untersuchungen von ENGLERT et al. (2001) an kardialen und pankrea-
tischen KATP-Kanälen wies (-)-SH 951957 eine deutlich größere Potenz zum Schließen der 




sen der Bindungsexperimente. Es ergab sich allerdings bei den funktionellen Tests an KATP-
Kanälen keine stärker ausgeprägte SUR2A-Selektivität bei SH 951957 als bei S 920707 und 
HMR 1402, was wieder ein Hinweis auf eine unterschiedliche Verteilung ins Zellinnere sein 
könnte. (+)-SH 951729, welches in unseren Bindungsexperimenten am stärksten SUR2A-
selektiv war, zeigte bei den funktionellen Tests an KATP-Kanälen eine nur geringe SUR2A-
Selektivität. Um möglicherweise doch eine deutlich unterschiedliche Wirkpotenz an SUR2A 
im Vergleich zu SUR1 beobachten zu können, sind wahrscheinlich höhere Konzentrationen 
an SH 951729 nötig als sie von ENGLERT et al. (2001) eingesetzt wurden.  
Resümierend lässt sich die Aussage treffen, dass die SUR1-Affinität eines Liganden 
durch meta-Arrangement der anionischen Gruppe am Ring B in Kombination mit einem Ein-
bau eines Substituenten an der ursprünglichen Position der anionischen Gruppe abgeschwächt 
wird, während sich durch Austausch des Harnstoffs durch Thioharnstoff und durch Variation 






Glucose, der physiologisch wichtigste Stimulator der Insulinsekretion, wirkt ebenso wie die 
als orale Antidiabetika verwendeten Sulfonylharnstoffe und Analoga durch eine Hemmung 
des KATP-Kanals der B-Zelle. Glucose kann Insulinsekretion aber noch auf andere Weise aus-
lösen, nämlich auf dem sog. KATP-Kanal-unabhängigen Weg der Sekretion. Um letzteren Weg 
der Insulinsekretion, der bislang noch nicht hinreichend erklärt werden kann, näher zu charak-
terisieren, sollten die KATP-Kanal-unabhängigen Insulin-freisetzenden Wirkungen von Sub-
stanzen verglichen werden, die von der B-Zelle zur Energieproduktion genutzt werden kön-
nen. Dazu wurden Maus-Pankreasinseln isoliert und mit Glipizid (Sulfonylharnstoff zur Blo-
ckade aller KATP-Kanäle) und der jeweiligen Testsubstanz (Glucose, α-Ketomonocarbon-
säuren oder Monomethylsuccinat als Nährstoffe für B-Zellen oder das nicht metabolisierbare 
Leucin-Analogon (-)-b-BCH als Aktivator der Glutamat-Dehydrogenase) perifundiert. Alle 
Testsubstanzen bewirkten eine KATP-Kanal-unabhängige Insulinsekretion. Bei Inseln, die zu-
vor ohne jeden Nährstoff, d.h. nur mit Glipizid perifundiert worden waren, löste die zusätzli-
che Gabe von α-Ketoisocapronat (20 mM) den stärksten KATP-Kanal-unabhängigen Effekt 
aus. α-Ketoisovalerat (20 mM) und β-Phenylpyruvat (10 mM) bewirkten eine wesentlich 
schwächere und kürzer andauernde Insulinsekretion. Glucose (40 mM) induzierte nur einen 
geringen initialen Anstieg der Sekretionsrate, gefolgt von einem Sekretionsabfall auf das 
Ausgangsniveau und anschließendem sehr langsamen Wiederanstieg der Sekretionsrate. Um 
den Energiestatus der B-Zellen zu verbessern, wurden Perifusionen durchgeführt, bei denen 
außer Glipizid auch kontinuierlich 10 mM Glucose appliziert wurde. Auch unter diesen Be-
dingungen steigerte α-Ketoisocapronat (20 mM), ebenso wie α-Ketocapronat (20 mM), die 
KATP-Kanal-unabhängige Insulinsekretion erheblich stärker als α-Ketoisovalerat (20 mM), β-
Phenylpyruvat (10 mM), (-)-b-BCH (9 mM), Monomethylsuccinat (10 mM) oder zusätzlich 
gegebene Glucose (30 mM). Es wird gefolgert, dass die KATP-Kanal-unabhängige β-zytotrope 
Wirkung der Testsubstanzen die Lieferung von Intermediaten (α-Ketoglutarat, Succinyl-CoA, 
Succinat, Oxalacetat) an den Citratzyklus und somit eine gesteigerte Umsatzrate des Zyklus 
erfordert. Die Transaminierung der α-Ketosäuren und die Aktivierung der Glutamat-
Dehydrogenase durch (-)-b-BCH speisen primär α-Ketoglutarat in den Citratzyklus. Hinsicht-
lich des Umfangs der Lieferung von Zyklus-Intermediaten unterscheiden sich die α-
Ketosäuren und (-)-b-BCH wahrscheinlich nicht wesentlich. Dagegen können Unterschiede in 
der Energiegewinnung (d.h. ATP-Produktion) durch den spezifischen Metabolismus dieser 
Substanzen erklären, wieso die Insulinsekretion unterschiedlich stark und mit unterschiedli-




KATP-Kanal-unabhängige Insulinsekretion deshalb am stärksten, weil sie am meisten Acetyl-
CoA in den Citratzyklus einspeisen. Potentielle Angriffspunkte von gewonnenem ATP könn-
ten u.a. die Calmodulin-abhängige Proteinkinase II, der Transport-Mechanismus der insulin-
haltigen Sekretionsgranula und das Andocken der Granula an die B-Zellmembran sein. 
 
Ein weiteres Ziel der Arbeit war es, Struktur-Wirkungsbeziehungen für die Interaktion von 
Sulfonylharnstoffen und Analoga mit KATP-Kanälen zu erstellen. KATP-Kanäle sind zusam-
mengesetzt aus vier Sulfonylharnstoffrezeptor-Untereinheiten (SUR) und vier porenbildenden 
einwärtsgleichrichtenden K+-Kanal-Untereinheiten (KIR6.1 oder KIR6.2). Es wurden Bin-
dungsexperimente an Membranen von COS1-Zellen, die SUR1 (SUR-Isoform der B-Zellen), 
SUR2A oder SUR2B (SUR-Isoform der Herzmuskelzellen bzw. der glatten Muskulatur) ent-
hielten sowie Patch-Clamp-Versuche mit KATP-Kanälen des SUR1/KIR6.2-Typs durchgeführt. 
Die anionische Funktion im Molekül eines Sulfonylharnstoffs oder Analogons steigert 
die Bindungsaffinität für Sulfonylharnstoff-Rezeptoren. Eine Carboxylgruppe ist die anioni-
sche Funktion des länger bekannten Sulfonylharnstoff-Analogons Meglitinid. Es wurde ein 
neues Analogon synthetisiert, das sich nur dadurch von Meglitinid unterschied, dass es anstel-
le der Carboxylgruppe eine Phosphatgruppe besaß (Abb. 2.3 A). Im Vergleich zu Meglitinid 
zeigte dieses Derivat eine höhere Bindungsaffinität für SUR1 und hemmte KATP-Kanäle des 
Typs SUR1/KIR6.2 mit größerer Potenz. Offenbar ermöglicht eine Phosphatgruppe eine besse-
re Interaktion mit SUR1 als eine Carboxylgruppe. Dies weist darauf hin, dass phosphorylierte 
Peptide, im engeren Sinne Peptide mit Tyrosinphosphat-Rest, endogene Liganden für Sulfon-
ylharnstoff-Rezeptoren sein könnten.  
Ausgehend vom Benzoesäure-Derivat Meglitinid wurde das Benzoesäure-Derivat Re-
paglinid entwickelt und kürzlich in die Therapie eingeführt. Es sollte getestet werden, ob Re-
paglinid und vier weitere verwandte Benzoesäure-Derivate (Abb. 2.4) für SUR1 selektiv sind. 
Alle getesteten Substanzen banden jeweils mit ähnlicher Affinität an SUR1, SUR2A und 
SUR2B, waren also für keinen Rezeptor-Subtyp selektiv. Repaglinid und die getesteten Ana-
loga besetzen an Sulfonylharnstoff-Rezeptoren offenbar Bindungsstellen-Bereiche, die für 
alle drei Subtypen sehr ähnlich sind. Die höchste Affinität zu den Rezeptor-Isoformen zeigte 
Repaglinid. Die unterschiedlichen Affinitäten der Testsubstanzen für SUR-Bindung können 
aus Unterschieden in Konfiguration (S-Konfiguration erlaubt eine bessere Anpassung an die 
Bindungsstelle) und Substitutionsmuster (eine Alkylgruppe an der die beiden aromatischen 
Ringe A und B verbindenden Kette und eine Ethoxygruppe am Ring B sind von Vorteil für 




Das als orales Antidiabetikum eingesetzte Glibenclamid bindet mit 100-1000fach hö-
herer Affinität an SUR1 als an SUR2A und SUR2B. Ausgehend vom Glibenclamid-Molekül 
wird versucht, SUR2A-selektive Derivate zu entwickeln, die therapeutisches Potential als 
Antiarrhythmika besitzen. Es wurden fünf neue Derivate (Abb. 2.5; ENGLERT et al., 2001) 
getestet, die sich alle in Bindungsexperimenten als SUR2-selektiv erwiesen. Die SUR1-
Affinität eines Liganden wurde durch meta-Arrangement der anionischen Gruppe am aroma-
tischen Ring B in Kombination mit dem Einbau eines Substituenten an der ursprünglichen 
para-Position der anionischen Gruppe abgeschwächt. Ferner ließ sich durch Austausch des 
Harnstoffs in der Sulfonylharnstoff-Gruppe durch Thioharnstoff und durch Variation der Ver-
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Abb.   Abbildung 
ADP   Adenosin-5’-diphosphat 
ATP   Adenosin-5’-triphosphat 
BCH   2-Aminobicyclo[2.2.1]heptan-2-carbonsäure  
(Gemisch aus 10 % (±)-a-BCH und 90 % (±)-b-BCH) 
BCKA-DH  Branched-chain keto acid-Dehydrogenase 
Ber.   Berechnet 
bidest.   bidestilliertes Wasser 
BSA   bovine serum albumin (Rinderserumalbumin) 
cAMP   zyklisches Adenosin-3’,5’-monophosphat 
Ci   Radioaktivität in Curie (1 Ci = 3,7•1010 Bq) 
COS   CV1, Origin of SV40 
CPT1   Carnitin Palmitoyl Transferase 1 
δ   chemische Verschiebung [ppm] 
d   Dublett (NMR) 
DEAE   Diethylaminoethanol 
DEPT   Distortionless Enhancement by Polarization Transfer 
DMEM  Dulbecco modifiziertes Eagle Medium 
DMSO(-d6)  (Hexadeutero-) Dimethylsulfoxid 
dpm   disintegrations per minute 
EC50   halbmaximal-wirksame Substanzkonzentration 
EDTA   Ethylendiamintetraessigsäure 
EGTA   Ethylenglykol-bis-(ß-amino-ethylether)-N,N,N’,N’-tetraessigsäure 
ELISA   Enzyme linked immunosorbent assay 
Fa.   Firma 
FCS   Fötales Kälberserum 
g   Gravitationsbeschleunigung (9,81 m/s2)  
GDP   Guanosin-5’-diphosphat 
Gef.   Gefunden 
GluDH  Glutamat-Dehydrogenase 
GTP   Guanosin-5’-triphosphat 
3H   Tritium (Isotop des Wasserstoff) 
HbA1c  glykiertes Hämoglobin 
HBSS   HEPES buffered saline solution 
HEPES  [4-(2-Hydroxyethyl)-piperazino]-ethansulfonsäure 
hrsg.   herausgegeben 
IC50   halbmaximal-inhibitorische Substanzkonzentration 
IR   Infrarot-Spektroskopie 
IZ   intrazelluläre Lösung 
J   Kopplungskonstante [Hz] 
KATP-Kanal  ATP-sensitiver Kaliumkanal 
KC   α-Ketocapronsäure 
KCO   K+-channel opener (Kaliumkanal-Öffner) 
KD   Dissoziationskonstante 
KIC   α-Ketoisocapronsäure 
KIR   einwärtsgleichrichtender Kaliumkanal 
KIV   α-Ketoisovaleriansäure 
KM   Michaelis-Konstante 
KRHA   Krebs-Ringer-Hepes-Albumin-Puffer 
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M   mol/l 
ME   Malat-Enzym 
MG   relative Molmasse [g/mol] 
min   Minute 
mM   10-3 mol/Liter 
µM   10-6 mol/Liter 
MMS    Monomethylsuccinat 
MS   Massenspektroskopie 
M/z   Masse pro Ladungseinheit 
N   Anzahl der unabhängigen Einzelexperimente 
n   Steigungskoeffizient (Hillkoeffizient) 
NBF   nucleotide binding fold (Nukleotid-bindende Region) 
NMR   Nuclear magnetic resonance spectroscopy 
NMRI   Naval medical research institute (USA) 
P   Signifikanz 
P1075   N-Cyano-N’-(1,1-dimethylpropyl)-N’’-3-pyridylguanidin 
pA   10-12 Ampere 
p.a.   pro analysi 
PBS   phosphate buffered saline solution 
PC   Pyruvat-Carboxylase 
PDH   Pyruvat-Dehydrogenase 
pg   10-12 g 
PMSF   Phenylmethylsulfonylfluorid 
PP   β-Phenylpyruvat 
PP   Pankreatisches Polypeptid 
ppm   parts per million 
s   Singulett (NMR) 
s   Sekunde 
s. / s.o.   siehe / siehe oben 
SEM   Standardabweichung des Mittelwertes 
sext   Sextett (NMR) 
sog.   so genannt 
suppl.   Supplement 
SUR   Sulfonylurea receptor (Sulfonylharnstoff-Rezeptor) 
t   Triplett (NMR) 
Tab.   Tabelle 
TAE   Tris-Acetat-EDTA 
TBS   Tris buffered saline 
TMD   transmembrane domain 
Tris   2-Amino-2-(hydroxymethyl)-1,3-propandiol 
U   Units 
UDP   Uridin-5’-diphosphat 
Upm   Umdrehungen pro Minute 
vgl.   vergleiche 
w/v   Massenanteil pro Volumen 
